La separazione dalla prole reverte le modificazioni nell'espressione di BDNF, proteina Arc, spine dendritiche, LTP e neurogenesi osservate durante la gravidanza e dopo il parto by Secci, Pietro Paolo
  
 
Università degli Studi di Cagliari 
 
DOTTORATO DI RICERCA 
NEUROSCIENZE 
Ciclo XXIII 
 
TITOLO TESI 
La separazione dalla prole reverte le modificazioni nell’espressione 
di BDNF, proteina Arc, spine dendritiche, LTP e neurogenesi 
osservate durante la gravidanza e dopo il parto 
 
Settore scientifico disciplinare di afferenza: 
BIO 14 
 
 
Presentata da: Pietro Paolo Secci 
 
Coordinatore Dottorato  Prof. Alessandra Concas 
 
Relatore Prof. Giovanni Biggio 
 
 
Esame finale anno accademico 2009 – 2010 
 
 
 
  
Indice 
La gravidanza  1 
Obiettivi  7 
Introduzione  10 
• Ormoni steroidei 11 
• Fattori neurotrofici  19 
• Brain Derived Neurotrophic Factor  32 
• LTP e plasticità sinaptica  43 
• Spine dendritiche  49 
• Neurogenesi  59 
Materiali e Metodi  65 
Risultati  80 
Discussione 111 
Bibliografia  120
La gravidanza 
 1 
La gravidanza 
La gravidanza 
 2 
 La gravidanza rappresenta il soddisfacimento del bisogno di maternità che tutte le 
donne, chi più chi meno, manifestano nel corso della loro esistenza, e identifica perciò un 
periodo personalissimo della vita femminile che va dal momento del concepimento a quello 
del parto. Dal punto di vista fisiologico è caratterizzata dall’aumento di numerosi processi 
metabolici, mentre dal punto di vista psicologico è caratterizzata da situazioni di conflitto, 
ansia e frustrazioni; tali emozioni cominciano a manifestarsi soprattutto a partire dal terzo 
mese, quando la donna inizia a prendere coscienza della sua nuova condizione, il fisico 
comincia a mutare e i sentimenti diventano contrastanti, al punto che talvolta amore e odio si 
alternano nei confronti del nascituro. Nel secondo trimestre la donna comincia a percepire la 
presenza del bambino dentro se stessa, le emozioni iniziano a stabilizzarsi, essa dimostra 
maggiore fiducia in se stessa e notevole attivismo, di solito orientato verso i preparativi per 
il nascituro. Nel terzo trimestre compare spesso un certo grado di apatia, svogliatezza, 
affaticamento; la donna tende nuovamente a fare maggior affidamento sul marito o sui 
familiari nello svolgimento delle varie incombenze domestiche e nel prendere decisioni. 
Nelle ultime settimane, talvolta, ricompare l'ansia soprattutto nei confronti del parto. 
 Questi sbalzi d’umore possono persistere anche dopo la nascita del bambino. Infatti 
durante la gravidanza i molteplici adattamenti fisiologici che avvengono nella madre hanno 
un unico scopo, quello cioè di ottimizzare la crescita e lo sviluppo fetale, di proteggere il 
feto dalle condizioni esterne, di indurre il parto e di garantire al bambino adeguate cure 
materne.  
 Durante la gravidanza il metabolismo della madre cambia radicalmente, in quanto le 
energie devono essere indirizzate principalmente verso il feto e quelle in esubero vengono 
conservate sotto forma di tessuto adiposo come preparazione ad una maggiore richiesta di 
energie in vista dell’allattamento. Durante tutto questo periodo il sistema neuroendocrino 
subisce notevoli variazioni: i livelli plasmatici di estrogeno e progesterone aumentano 
notevolmente durante la gravidanza e diminuiscono poi bruscamente in prossimità del parto 
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[Fig. 1, 2, 3], momento a cui corrisponde un aumento dei livelli dell’ormone ossitocina e 
successivamente, durante l’allattamento, dell’ormone prolattina. 
Fig.1 
Livelli di estrogeno e progesterone durante la gravidanza nella donna 
Fig.2 
Livelli circolanti di progesterone, estradiolo e prolattina durante la gravidanza nel ratto 
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 La gravidanza, il parto e il periodo post-partum sono dunque importanti condizioni 
fisiologiche durante le quali il cervello femminile è sottoposto a notevoli modificazioni 
funzionali e morfologiche necessarie per adattare il comportamento alla maternità (Brunton 
e Russell, 2008; Pawluski et al., 2009). Alcuni cambiamenti nelle proprietà dei neuroni 
come la variazione dell’eccitabilità neuronale, l’incremento o il decremento nella sintesi e 
nel rilascio di differenti neurotrasmettitori, neuropeptidi e ormoni osservati durante la 
gravidanza e/o l’insorgenza del comportamento materno sono fenomeni selettivamente 
associati a modificazioni funzionali e morfologiche di specifiche popolazioni neuronali 
(Brunton e Russell, 2008, review).  
 Ormai è generalmente accettato che i neuroni del cervello femminile durante la 
gravidanza e la maternità differiscono per forma e funzionalità da quelli delle femmine 
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durante la gravidanza e dopo il parto. 
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vergini durante la fase di estro (Kinsley et al., 2006; Rasia-Filho et al., 2004; Brusco et al., 
2008). Dato che le concentrazioni plasmatiche e cerebrali degli ormoni variano 
drasticamente durante la gravidanza, il parto e il periodo post partum, numerosi studi hanno 
cercato di chiarire se queste variazioni temporanee siano anche correlate alle variazioni 
funzionali e morfologiche dei neuroni osservate in specifiche aree cerebrali in queste stesse 
condizioni (Pawluski et al., 2009, review). Questi studi hanno permesso di dimostrare che, 
nelle femmine di ratto, gli ormoni estrogeno e progesterone, insieme a prolattina, ossitocina, 
vasopressina e altri peptidi endogeni svolgono un ruolo cruciale nella modulazione della 
plasticità neuronale durante la gravidanza, il parto e nelle prime 3-4 settimane dopo il parto 
(Pawluski et al., 2009, review). 
 Il fattore trofico Brain-Derived-Neurotrophic-Factor (BDNF) costituisce un 
mediatore chiave della plasticità neuronale, capace di regolare la composizione sinaptica, il 
rilascio di neurotrasmettitori, l’eccitabilità neuronale, la neurogenesi e lo sviluppo delle 
spine dendritiche nel sistema nervoso adulto. Infatti sia l’aumento che la riduzione nella 
secrezione cerebrale di questa proteina sono funzionalmente legati ai principali fenomeni di 
adattamento neuronale in differenti aree cerebrali come trofismo o ipotrofismo, neurogenesi, 
LTP, aumento delle spine dendiritiche osservati in conseguenza ad arricchimento 
ambientale, comportamento motorio o interazioni sociali (Nithianantharajah e Hannan, 
2006, review; Boger et al., 2010; Fredriksson et al., 2010; Yasuhara et al., 2007; Branchi I. 
2009, review).  
 Inoltre l’azione a lungo termine del BDNF ha anche un ruolo nell’apprendimento, 
nella memoria,  nel comportamento affettivo ed emotivo (Baroncelli et al., 2009; Strasser et 
al., 2006; Cowansage et al., 2010). 
 L’ippocampo, la corteccia cerebrale e il bulbo olfattivo sono tre aree cerebrali che 
esprimono un notevole adattamento plastico allo stress e ai cambiamenti ambientali e 
svolgono un ruolo cruciale nei processi di apprendimento e di memoria, due funzioni 
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cerebrali necessarie a garantire alla madre la capacità di adattarsi alle nuove richieste da 
parte dei propri cuccioli.  
 Tuttavia tutte queste modificazioni a cui il cervello è sottoposto durante la 
gravidanza e dopo il parto che sono in grado di modificare la sfera emozionale hanno un 
costo: le improvvise variazioni dei livelli ormonali non permettono solo l’attivazione dei 
comportamenti materni e la regolazione delle funzioni neuroendocrine necessarie per 
l’allattamento, ma possono anche indurre importanti variazioni nell’umore e nei casi più 
gravi possono predisporre la madre alla depressione post partum. Perciò tutti questi dati 
hanno stimolato lo studio di alcuni dei più importanti meccanismi molecolari che 
permettono al cervello di adattare rapidamente le proprie funzioni neuronali alle necessità 
ambientali durante la gravidanza e dopo il parto. 
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 Tenuto conto di quanto citato, lo scopo della mia tesi è stato quello di studiare: 
• i livelli di espressione del BDNF; 
• i livelli di espressione della proteina Arc, una proteina correlata alla plasticità sinaptica 
in quanto si trova localizzata nei dendriti e nelle spine dendritiche dei neuroni e la cui 
espressione è indotta dalla stimolazione sinaptica (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995; 
Steward e Worley, 2001; Rodriguez et al., 2005); 
• la variazione della densità delle spine dendritiche nel giro dentato; 
• la neurogenesi nel giro dentato; 
• la LTP nel giro dentato; 
• le correnti eccitatorie postsinaptiche in miniatura (mEPSCs) glutamatergiche nelle 
cellule granulari del giro dentato; 
• i livelli di espressione dei recettori GluR1 e GluR2 del glutamato. 
 Tutti questi studi sono stati effettuati nell’ippocampo di ratto durante la gravidanza, il 
parto e il periodo dopo il parto, quindi in un modello in cui si hanno brusche variazioni 
fisiologiche di ormoni steroidei che, come detto precedentemente, interagiscono nella 
plasticità neuronale. 
 Nel ratto la gravidanza dura 21 giorni, e anche il periodo dell’allattamento è di circa 
21 giorni. Per il mio studio ho utilizzato femmine di ratto a diversi giorni di gravidanza (15, 
19, 21 giorni) e a diversi giorni dopo il parto, sia durante l’allattamento (2, 7, 10, 14, 21 
giorni) che dopo lo svezzamento (28 e 42 giorni). 
 Dato che la plasticità neuronale è regolata anche dagli stimoli esercitati dalla 
presenza dei cuccioli, ho voluto studiare gli stessi fattori anche nelle madri private 
definitivamente della cucciolata 7 giorni dopo la nascita a distanza di 10, 14 e 21 giorni dal 
parto. 
 Presumibilmente, la plasticità neuronale è necessaria per sostenere i nuovi stimoli 
ambientali che la madre deve affrontare dopo il parto e che comportano la formazione di 
Obiettivi 
 9 
nuovi ricordi, le strategie per affrontare i diversi livelli di ansia e fame, e in generale negli 
animali le azioni aggressive e difensive, la costruzione del nido e la cura dei cuccioli (Brett 
et al., 2001; Kinsley et al., 2008; Numan et al., 2003; Pawluski et al., 2005; Scanlan et al., 
2006). 
 Le variazioni dei parametri da me studiati potrebbero indurre quindi anche importanti 
modificazioni nel comportamento della madre, che deve rivolgere tutte le sue attenzioni al 
figlio e proteggerlo da qualunque tipo di pericolo. Gli adattamenti che avvengono nel 
cervello della madre durante l’allattamento potrebbero essere qiondi determinati sia dalle 
variazioni degli ormoni che avvengono durante questo periodo che dagli stimoli esterni 
indotti dal bambino. 
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Ormoni steroidei 
 
 Gli ormoni steroidei possiedono una struttura di base, detta 
ciclopentanperidrofenantrene, costituita da 3 anelli a 6 atomi di carbonio e da 1 a 5 atomi 
di carbonio [Fig. 4]. 
  
Gli ormoni steroidei si dividono in tre gruppi principali, a seconda del numero degli 
atomi di carbonio che possiedono: 
• I corticosteroidi e i progestinici a 21 atomi di carbonio (C-21), di cui il profano è la 
struttura di base; 
• la serie degli steroidi a 18 atomi di carbonio (C-19), che comprende gli androgeni 
che condividono il nucleo androstano; 
• gli estrogeni, steroidi a 18 atomi di carbonio (C-18) basati sul nucleo estrano. 
 Gli ormoni vengono sintetizzati nelle ghiandole surrenali, nelle gonadi e nella 
placenta a partire dal colesterolo. L’ovaio può sintetizzare il colesterolo “ex novo” a partire 
Fig.4 
Struttura base delle molecole steroidee 
Introduzione 
 12 
da precursori a due atomi di carbonio oppure può utilizzare come substrato il colesterolo 
delle lipoproteine a bassa densità (LDL) circolanti.  
 
 Gli enzimi steroidogenici fanno parte del gruppo delle ossidasi con il citocromo 
P450. La prima tappa della biosintesi steroidea è la trasformazione del colesterolo in 
pregnenolone mediante l’idrossilazione del C20 e C22 e la successiva scissione della 
Fig.5 
Schema della biosintesi degli ormoni steroidei 
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catena laterale grazie all’ossidasi P450scc mitocondriale. La biosintesi steroidogenica 
prosegue seguendo due vie [Fig.5]:  
• quelle dei delta 5-3β-idrossisteroidi che porta alla formazione del 17-
idrossipregnenolone e del deidroepiandrosterone (DHEA); 
• quella dei delta 4-3cheto-steroidi con la formazione di progesterone, 17α-
idrossiprogesterone e androstenedione [Fig.5] 
 Attraverso la via dei delta 5-3β-idrossisteroidi, il pregnenolone viene convertito a 
17α-idrossipregnenolone, che la P450c17 desmolasi trasforma in DHEA. Quest’ultimo 
viene convertito in androstenedione dalla 3β-idrossisteroide deidrogenasi. 
L’androstenedione e il suo derivato testosterone, per azione della 17β-idrossisteroide 
deidrogenasi sono trasformati rapidamente nei corrispondenti estrogeni fenolico-steroidei 
dei C18 (estrone ed estradiolo) mediante reazioni microsomiali di aromatizzazione. 
L’aromatizzazione è mediata dall’aromatasi P450, situata nel reticolo endoplasmatico; la 
somministrazione di inibitori altamente specifici dell’aromatasi P450 potrà consentire un 
efficace blocco della produzione di estrogeni utile nella terapia degli iperestrogenismi e del 
cancro mammario. 
 Nella via dei delta 4-3-cheto-steroidi il pregnenolone viene direttamente 
trasformato in progesterone, tramite una 3β-idrossisteroide deidrogenasi e una delta 4-5-
isomerasi. Quest’ultimo, idrossilato a 17α-idrossi-progesterone, costituisce il precursore 
della serie degli androgeni C19 (androstenedione e testosterone). 
 Questi ormoni steroidei, oltre che nell’ovaio, possono essere sintetizzati anche nel 
cervello.  
 L’endocrinologo E.E. Baulieu introdusse per primo il termine di neurosteroidi nel 
1981 per indicare gli steroidi che vengono sintetizzati de novo nel cervello a partire dal 
colesterolo attraverso le classiche vie del mevalonato, la cui sintesi è indipendente dal 
livello plasmatico (Baulieu, 1981). 
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 Infatti l’osservazione che quantità sostanziali di pregnenolone e 
deidroepiandrosterone (DHEA) possano essere misurate nel cervello di roditori 3-4 
settimane dopo l’asportazione chirurgica dei tessuti steroidogenici periferici, ha portato 
alla conclusione che le cellule del cervello (sia i neuroni che le cellule gliali) siano in 
grado di sintetizzare steroidi sia de novo a partire dal colesterolo (Hu et al., 1987) che 
mediante il metabolismo di precursori (Kabbadj et al., 1993; Karavolas & Hodges, 1990; 
Mathur et al., 1993).  
 Gli steroidi prodotti nel cervello possono avere quindi un ruolo importante nella 
fisiopatologia cerebrale. Sebbene il tessuto nervoso esprima alcuni enzimi steroidogenici 
presenti nel tessuto della ghiandola mammaria e delle gonadi, la steroidogenesi nel 
cervello non sembra essere regolata dall’asse ipotalamo-ipofisi-surrene che controlla solo 
la produzione periferica di ormoni steroidei (Mathur et al., 1993; Corpechot et al., 1993).  
 Ci sono alcune differenze fra la sintesi degli steroidi nel cervello e quello che 
avviene in periferia. Infatti il deossicorticosterone (DOC) può essere convertito in 
corticosterone dall’enzima 11-β-idrossilasi o in aldosterone dall’enzima aldosterone 
sintetasi. Nelle ghiandole surrenali questi enzimi non sono espressi nella stessa cellula, ma 
nel cervello i due enzimi si trovano coespressi ed entrambi comportano la conversione del 
DOC in corticosterone o aldosterone (Greener, 2003) [Fig. 6]. 
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Nel cervello il pregnenolone è metabolizzato dagli enzimi 5α-reduttasi e 3α-
idrossisteroide deidrogenasi (HDS). Inizialmente si forma il progesterone (P) che può 
essere convertito in allopregnenolone (AP), oppure in DOC e successivamente 
tetraidrodeoxicorticosterone (THDOC). La riduzione da parte della 5α-reduttasi è un 
processo unidirezionale, mentre la riduzione da parte della HSD è bidirezionale 
(Dubrovsky, 2006) [Fig. 6]. 
 Così il colesterolo è un importante precursore della biosintesi degli ormoni 
steroidei che avviene sia in periferia che nel cervello.  
 É noto che gli steroidi possono agire sia attraverso un’azione genomica mediata da 
uno specifico recettore per gli steroidi, sia attraverso un’azione non genomica mediata da 
alcuni recettori per i neurotrasmettitori o proteine neuromodulatorie (Rupprecht, 2003). 
Sulla base di queste caratteristiche, questi steroidi sono considerati steroidi neuroattivi.  
 Gli steroidi neuroattivi hanno effetti farmacologici in particolare sul recettore 
GABAA, NMDA (Paul e Purdy, 1992) e sul recettore sigma-1 (Monnet e Maurice, 2006). 
Infatti il progesterone e alcuni suoi metaboliti come l’allopregnanolone (ALLO) sono dei 
potenti modulatori positivi della funzione GABAergica, mentre il DHEA, il PREG e i loro 
esteri solfati sono dei modulatori negativi del recettore GABAA, e dei modulatori positivi 
dei recettore NMDA e sigma-1. 
 Sono state descritte in letteratura delle interazioni tra gli steroidi neuroattivi e il 
sistema serotoninergico, supportando l’ipotesi di un coinvolgimento degli steroidi 
neuroattivi nella depressione. In particolare il DHEA e l’ALLO modulano l’attività dei 
neuroni serotoninergici nel nucleo dorsale del raphe sia attraverso una loro azione diretta 
su questi neuroni che in combinazione con alcuni inibitori del recettore della serotonina 
(Griffin e Mellon, 1999; Robichaud e Debonnel, 2004). 
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 Ormoni come gli estrogeni, il progesterone ed i suoi metaboliti svolgono un ruolo 
importante nello sviluppo, crescita, maturazione e differenziamento del Sistema Nervoso 
Periferico (SNP) e Centrale (SNC) (McEwen et al., 1994; Scharfman e MacLusky, 2006). 
 Gli ormoni steroidei agiscono sulle plasticità neuronali determinando variazioni 
nella funzione e nella struttura in diversi modi durante l’arco della vita. Questi effetti degli 
ormoni steroidei inoltre sono diversi tra i due sessi e determinano variazioni nella struttura 
neuronale e funzionale in diverse regioni del cervello. 
 Sono presenti in letteratura numerose pubblicazioni che dimostrano l’effetto trofico 
e neurotrofico del progesterone e dell’estrogeno. Nel sistema nervoso periferico è stato 
mostrato che il progesterone e l’estrogeno stimolano la mielinizzazione dei neuroni 
(Koenig et al., 1995; Azcoitia et al., 2003; Desarnaud et al., 1998; Magnaghi et al., 2001). 
Il progesterone è in grado di stimolare la mielinizzazione anche nelle colture cellulari 
organotipiche di cervelletto di topo o ratto (Gomar et al., 2007) e previene la 
neurodegenerazione della corteccia cerebrale (Roof et al., 1994, 1997; Stein, 2001). 
 Più recentemente è stato osservato un trofismo differente durante le fasi del ciclo 
mestruale correlate a variazioni di concentrazione di progesterone (Fernandez et al., 
2003). 
 L’estrogeno invece stimola la neurogenesi e aumenta la sopravvivenza di neuroni 
neoformati (Ormerod et al., 2004). 
 L’ippocampo mostra un’elevata sensibilità agli ormoni steroidei (Segal e Murphy, 
2001); anche in questo caso gli effetti maggiori sono determinati dall’estradiolo. Infatti 
l’estradiolo nella CA1 dell’ippocampo aumenta la densità delle spine dendritiche (Woolley 
e McEwen, 1993), le sinapsi a livello di queste (Woolley, 1998), stimola la sintesi di 
proteine sinaptiche (Choi et al., 2003; Li et al., 2004) e aumenta la Long Term Potentiation 
(LTP) (Warren et al., 1995). Ancora l’estradiolo altera i recettori per l’NMDA (Adams et 
al., 2004), diminuisce l’apoptosi indotta sperimentalmente e aumenta i livelli di mRNA e 
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proteina del BDNF (Solum e Handa, 2002; Scharfman et al., 2003) e sinaptofisina (Frick 
et al., 2002).  
 E’ stato osservato che la somministrazione di progesterone, dei suoi metaboliti e di 
estrogeno hanno un effetto simile ad alcuni fattori trofici, per esempio prevengono 
assonotomia dei motoneuroni indotta dalla diminuzione di acetilcolina transferasi, 
stimolano lo sviluppo di fibre colinergiche, aumentano l’espressione del gene associato 
alla rigenerazione di GAP-43 in seguito a danno neuronale (Ankeny et al., 2001; 
Kobayashi et al., 1997). 
 Inoltre sia gli ormoni che i fattori trofici riducono la formazione di edema e 
promuovono la mielinizzazione dei neuroni (Winkler et al., 2000; Ikeda et al., 2002). 
Introduzione 
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Fattori neurotrofici 
 
 Gran parte delle capacità del cervello di adattare o modificare se stesso in funzione 
dell'esperienza acquisita e all'ambiente risiede nella plasticità delle connessioni sinaptiche, 
sia a breve che a lungo termine. Esistono numerosi studi che indicano che il numero e la 
forza delle sinapsi possono essere modificati dall'attività neuronale (Bliss e Collingridge, 
1993; Linden, 1994; Malenka e Nicoll, 1999). É ormai ampiamente riconosciuto che la 
modulazione attività-dipendente delle sinapsi è un fattore critico per lo sviluppo cerebrale 
così come per molte funzioni cognitive negli adulti. Tuttavia i meccanismi molecolari che 
traducono gli schemi dell’attività neuronale in specifiche modificazioni nelle strutture e 
funzioni delle sinapsi restano in gran parte sconosciuti. Recentemente però è stata avanzata 
un’ipotesi secondo cui già a partire dall’embriogenesi vari citotipi, tessuti e organi siano in 
grado di produrre e rilasciare in piccola quantità una o più proteine secretorie, appartenenti 
alla categoria dei fattori di crescita e definite collettivamente fattori neurotrofici, 
indispensabili per la sopravvivenza dei neuroni e per la corretta organizzazione morfo-
funzionale del sistema nervoso. Questa ipotesi è basata su due principali osservazioni:  
1) l’espressione delle neurotrofine è regolata dall’attività neuronale; 
2) le neurotrofine possono modulare l’efficacia della trasmissione sinaptica, la crescita del 
dendrite e dell’assone, e in generale gli elementi necessari per la sinaptogenesi (Thoenen, 
1995; Berninger e Poo, 1996; Bonhoeffer, 1996; Katz e Shatz, 1996; Lu e Figurov, 1997).  
 I neuroni competono tra di loro per assicurarsi tali molecole: soltanto quelli che 
instaurano collegamenti adatti sopravvivono e formano le sinapsi, riuscendo a captare le 
trofine, mentre gli altri muoiono per apoptosi. Questo fenomeno che rappresenta un 
sistema semplice per adeguare il numero dei neuroni al numero e alle esigenze delle 
cellule bersaglio che essi innervano viene definito “ipotesi del fattore neurotrofico” 
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(Oppenheim, 1991). Questa ipotesi nacque dai risultati delle ricerche di Victor Hamburger 
e Rita Levi Montalcini che nei primi anni ’50 identificarono il primo dei fattori di 
sopravvivenza neuronale, il Nerve Growth Factor (NGF) (Levi-Montalcini, 1987). 
Inizialmente, l’ipotesi del fattore neurotrofico è stata sviluppata nel contesto del SNP, ma 
successivamente è stata estesa anche ai neuroni del SNC.  
 Attualmente, i fattori neurotrofici comprendono diverse proteine che vengono 
raggruppate in famiglie in base alla loro sequenza e alle loro proprietà farmacologiche, e 
ciascuna di esse promuove la sopravvivenza di specifici tipi neuronali durante determinati 
stadi del loro sviluppo. Nei mammiferi sono espressi altri cinque fattori neurotrofici: il 
Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), le Neurotrofine 3 e 4 (NT-3 e NT-4), il Glial 
Derived Neurotrofic Factor (GDNF) e il Ciliar Neurotrophic Factor (CNTF). Le 
neurotrofine vengono sintetizzate inizialmente come pro-neurotrofine, ovvero precursori 
ad alto peso molecolare, poi tramite processi proteolitici vengono convertite in 
neurotrofine mature.  
 Le neurotrofine e i geni dalle quali derivano mostrano elevata omologia di 
sequenza e di struttura. I geni codificanti le neurotrofine originano da duplicazioni 
successive di una porzione di genoma derivante da un cordato antico (Hallböök, 1999). 
Sono geni che mostrano molte somiglianze, inclusa l’esistenza di promotori multipli. I 
prodotti di questi geni possono essere processati attraverso la proteolisi nella loro forma 
matura. È stato dimostrato che la regolazione della loro maturazione è un importante punto 
di controllo post-trascrizionale che limita e indirizza la specificità della loro azione (Lee et 
al., 2001). Le neurotrofine si trovano associate in dimeri attraverso legami non-covalenti; 
studi “in vitro” hanno dimostrato che alcune neurotrofine sono in grado di creare 
eterodimeri con altre neurotrofine in vitro, però questa evidenza non è stata dimostrata “in 
vivo”. Ciascuna di queste proteine mostra un’alta omologia di struttura con molti altri 
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gruppi di fattori di crescita, incluso il fattore trasformante β (TGF-β) e il Platelet Derived 
Neurotrofic Factor (PDGF). 
 
 
I recettori per le neurotrofine 
 L’attività biologica dei fattori neurotrofici è mediata dalla loro interazione con 
proteine recettoriali transmembranali dotate di un dominio extracellulare a cui si legano i 
fattori trofici e di un dominio citosolico sede dell’attività regolatoria e catalitica 
tirosinchinasica. La maggior parte dei recettori conosciuti possiede un solo passo 
transmembranale. La porzione trasmembrana e il dominio catalitico hanno un alto grado 
d'omologia interspecifico, mentre i domini extracellulari sono variabili e possono 
interagire con diversi ligandi. Sulla base di queste differenze si possono distinguere 
almeno 15 sottofamiglie di recettori, raggruppate in base alla sequenza dei domini 
extracellulari e al grado di omologia nel dominio catalitico. Ad una specifica sottofamiglia 
di recettori spesso corrisponde una famiglia di fattori trofici. Di regola ciascun recettore 
lega con alta affinità un singolo fattore, ma sono state riportate interazioni crociate (Ibanez, 
1998). 
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Le neurotrofine interagiscono con due principali classi distinte di recettori [Fig.7]: 
Fig.7 
Rappresentazione delle vie intracellulari mediate dai recettori Trk e p75. 
Il recettore p75 regola tre vie principali:  
 
• attivazione di NF-kB che determina la trascrizione di diversi geni, inclusi molti 
promotori della sopravvivenza cellulare; 
• attivazione della via di Rho che controlla l’accrescimento del cono di crescita; 
• attivazione del segnale pro-apoptotico mediato dai p75 che richiede la presenza della 
sortilina. 
I recettori Trk controllano tre vie principali: 
• attivazione di Ras che comporta l’attivazione delle MAP chinasi che promuovono la 
differenziazione neuronale incluso l’accrescimento dell’assone; 
• attivazione di PI3K attraverso Ras o Gab1 che promuove la sopravivenza e crescita 
dei neuroni; 
• attivazione della PLC-γ che comporta l’attivazione della protein chinasi Ca2+ 
dipendente (PKC) che promuove la plasticità sinaptica. 
(Reichardt, 2006) 
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 La prima classe ad essere stata scoperta è quella dei recettori p75NTR, che furono 
identificati come recettori a bassa affinità per l’NGF, ma in seguito fu dimostrato essere 
capaci di legare anche le altre neurotrofine con affinità simile a quelle dell’NGF 
(Rodriguez–Tebar et al., 1990; Frade e Barde, 1998). Il recettore p75NTR è un membro 
della famiglia dei fattori di necrosi tumorale, con un dominio extracellulare che include 
quattro motivi ricchi di cisteina, con un singolo dominio transmembranale e un dominio 
citoplasmatico che include un dominio di morte cellulare (Liepinsh et al. 1997; He e 
Garcia 2004).  
 La pro-neurotrofina si lega ad alta affinità al complesso formato da p75NTR più la 
sortilina, una proteina contenente il dominio Vps10 (Nykiaer et al., 2004; Chen et al., 
2005). Sia la sortilina che il p75NTR partecipano direttamente al legame della pro-
neurotrofina. La presenza della sortilina è necessaria per osservare l’apoptosi successiva al 
legame della pro-neurotrofina al p75NTR. Come precedentemente detto, anche le 
neurotrofine mature si legano al recettore p75NTR con un’affinità approssimativamente 
1000 volte inferiore rispetto alla rispettiva forma immatura.  
 Diverse vie di segnalazione sono attivate successivamente al legame della pro-
neurotrofina al p75NTR. Queste sono mediate dal legame del p75NTR a molti adattatori, 
incluso il Traf6, il fattore di interazione delle neurotrofine (NRIF), l’antigene associato al 
melanoma (MAGE), l’omologo di MAGE (NRAGE), il fattore di Schwann 1 (SC1), e 
RhoGDI (Yamashita et al., 2005). 
 Una delle più importanti vie attivate dai p75NTR attivati dalle neurotrofine è quella 
delle Jun-chinasi. Il segnale determinato da questa cascata comporta l’attivazione di p53 e 
l’apoptosi. Tra i vari bersagli di p53 c’è il gene pro-apoptotico Bax. 
 L’attivazione dei recettori p75NTR può inoltre controllare l’attività delle proteine 
GTPasiche Rho, con il risultato di inibire l’accrescimento degli assoni (Yamashita et al., 
1999). 
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 La seconda classe di recettori, quelli ad attività tirosinchinasica, costituisce la 
classe più numerosa dei recettori per le neurotrofine (Chao, 2003; Huang e Reichardt, 
2003). I tre membri principali di questa famiglia di recettori mostrano un’alta affinità 
specifica per le neurotrofine, mentre presentano bassa affinità per le rispettive pro-
neurotrofine; l’NGF attiva preferenzialmente i TrkA, il BDNF e l’NT-4 attivano il TrkB, 
l’NT-3 attiva il TrkC. 
 A differenza dei p75NTR che non dimerizzano, in questo caso la neurotrofina sotto 
forma di dimero si lega al recettore e lo fa dimerizzare: ciò porta alla transfosforilazione 
delle chinasi presenti nel loro dominio citoplasmatico (Huang e Reichardt, 2003). Inoltre 
l’NT-3 può legarsi agli altri recettori Trk con bassa affinità. 
 Il dominio citoplasmatico dei recettori Trk contiene molte tirosine addizionali che 
sono substrato per la stessa fosforilazione dei recettori Trk. Quando questi residui di 
tirosina vengono fosforilati, si forma il core del sito di legame per proteine adattatrici ed 
enzimi che mediano la cascata di segnalizzazione intracellulare. La fosforilazione dei 
residui di tirosina crea siti di legame per proteine contenenti il dominio di legame alle 
tirosine fosforilate (PTB) o dominio di omologia ad Src-2 (SH2). 
 Le principali vie di segnalazione attivate dai recettori Trk sono Ras, PI3-chinasi, 
PLC-γ1 e i loro effettori successivi (Huang e Reichardt, 2003). Queste includono la 
stimolazione della cascata delle protein-chinasi mitogeniche (MAP), di Akt da parte del 
PI3K e la generazione del diacilglicerolo (DAG) e dell’ inositolo trifosfato (IP3) da parte 
della PLCγ1 che porta alla mobilitazione delle scorte di Ca2+ e all’attivazione della 
protein-chinasi dipendente da Ca2+ e DAG (PKC).  
 In aggiunta, l’endocitosi e il trasporto dei recettori nei diversi compartimenti di 
membrana controllano l’efficacia e la durata della segnalizzazione mediata dai recettori 
Trk, in parte perché molti adattatori proteici sono localizzati nei compartimenti 
intracellulari. 
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 L’attivazione di Ras è richiesta per la normale differenziazione neuronale e inoltre 
promuove la sopravvivenza di sottopopolazioni neuronali. L’attivazione di Ras è mediata 
dall’attivazione transitoria della proteina adattatrice Shc, che richiede la fosforilazione del 
recettore; ciò permette alla proteina Shc di legarsi tramite il dominio PTB (Nimnual et al., 
1998). La fosforilazione di Shc crea dei siti di fosfo-tirosine su Shc stessa, che recluta 
l’adattatore Grb-2, a sua volta legato alla proteina di scambio di Ras (SOS). Ras attiva la 
protein-chinasi Raf (protein-chinasi mitogenica appartenente alla famiglia delle MAPK) la 
quale a sua volta, sempre mediante fosforilazione, attiva MEK, e quest’ultima attiva 
ERK1/2 che ha il compito di regolare l’espressione genica essendo un fattore di 
trascrizione. 
 Le neurotrofine, inoltre, attivano molte proteine della famiglia delle GTPasi 
monomeriche Rho che controllano l’organizzazione del citoscheletro, la motilità cellulare 
e il comportamento del cono di crescita (Yuan et al., 2003b) [Fig.8]. 
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Fig.8: 
Recettori delle neurotrofine e targets del BDNF: 
 
(A) La famiglia delle neurotrofine include NGF, BDNF e anche le neurotrofine 3 e 4. 
NGF è un ligando specifico dei TrkA e dei TrkC (NT-3 è il suo ligando specifico), 
mentre i TrkB hanno due potenziali ligandi, il BDNF e la NT-4. Tutte le 
neurotrofine legano i p75. Il BDNF è considerato il maggiore ligando dei TrkB 
nell’ippocampo. 
(B) Un’illustrazione schematica dei targets della via di traduzione dei TrkB per i 
processi presinaptici, postsinaptici e gliali.  
(Binder et al., 1999) 
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 Le interazioni mediate dal legame delle pro-neurotrofine ai p75NTR e delle 
neurotrofine ai recettori Trk hanno azioni opposte. Per esempio, il legame delle 
neurotrofine ai recettori Trk promuove la sopravvivenza, il differenziamento neuronale e la 
formazione di spine dendritiche, mentre l’attivazione dei p75NTR promuove l’apoptosi e 
la retrazione delle spine dendritiche (DeFreitas et al., 2001). Attualmente si ritiene che le 
neurotrofine e le pro-neurotrofine abbiano ligandi preferenziali diversi: le pro-neurotrofine 
legano prevalentemente i p75NTR, mentre le neurotrofine legano i Trk (Lee et al., 2001). 
 La via di segnalazione iniziata dai Trk agisce a diversi livelli per sopprimere la più 
importante via che determina gli effetti pro-apoptotici mediati dai p75NTR, ossia la via 
delle Jun-chinasi (Yoon et al., 1998). L’attivazione di Ras sopprime la cascata delle Jun-
chinasi nei neuroni simpatici. In questi neuroni, l’attivazione di PI3K mediata da Ras è 
richiesta per sopprimere questa via di segnalazione (Mazzoni et al., 1999).  
 Ci sono diversi meccanismi che attraverso l’attivazione dei Trk sopprimono il 
segnale pro-apoptotico mediato dalla via di segnalazione dei p75NTR [Fig.7].  
 È chiaro che le neurotrofine e i recettori Trk attivati sono trasportati assieme in 
vescicole di endocitosi. L’internalizzazione e il trasporto delle neurotrofine legate al 
recettore attivato sono necessari per determinare specifiche risposte cellulari come la 
trascrizione genica (Delcroix et al., 2003; Ye et al., 2003). 
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Meccanismi di supporto trofico  
 Gli studi che riguardano l’espressione e gli effetti dei fattori neurotrofici e dei loro 
recettori hanno messo in luce che queste sostanze regolano la sopravvivenza neuronale in 
diversi modi [Fig.9]. La teoria classica di supporto trofico “di derivazione dal target” 
prevede che la trofina si leghi al suo recettore specifico, presente sulla membrana delle 
terminazioni nervose del neurone ad essa sensibile, e venga poi internalizzata e trasportata 
per via retrograda fino al soma, dove interviene nella regolazione dell’espressione genica 
(Davies, 2003) [Fig.9A]. Tuttavia è stato dimostrato che segnali trofici possono giungere ai 
neuroni sia tramite meccanismi paracrini da cellule gliali e neuroni vicini, che mediante 
meccanismi autocrini, quindi per interazione con auto-recettori (Davies, 2003) [Fig.9B]. 
D’altra parte, si è anche affermato il concetto che i neuroni possono derivare il supporto 
trofico non solo dalle cellule che innervano ma anche da neuroni che ad essi inviano 
contatti sinaptici. Questo fenomeno implica l’esistenza di un meccanismo di trasporto 
anterogrado che è stato effettivamente dimostrato per le Neurotofine BDNF e NT-3 (Altar 
et al., 1998) e per il GDNF (Russell et al., 2000) [Fig.9C].  
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Fig.9  
Rappresentazione schematica dei meccanismi di supporto trofico. A, B e C indicano tre 
gruppi di neuroni interconnessi tra loro. I neuroni del gruppo B possono ottenere i 
fattori trofici da quattro sorgenti: 
1) dai territori di terminazione delle cellule nervose o da altri neuroni con cui 
fanno sinapsi (i neuroni A secernono un fattore neurotrofico (pallini rossi), che si lega 
ai recettori sulle terminazioni assoniche dei neuroni del gruppo  B, i quali lo 
internalizzano per endocitosi e quindi lo trasportano retrogradamente (frecce rosse) fino 
al corpo cellulare dove esplicano la loro azione);  
2) da cellule bersaglio intermedie o da cellule gliali associate agli assoni  [questo 
fattore neurotrofico è rappresentato da pallini blu ed è trasportato al soma in maniera 
retrograda (frecce blu)];  
3) da fibre nervose di neuroni afferenti (gruppo C) che sintetizzano il fattore 
neurotrofico (pallini arancioni) e lo trasportano in maniera anterograda verso le 
terminazioni (frecce arancioni) dove, in seguito a rilascio, si lega ai recettori presenti  
sul corpo cellulare o sui dendriti dei neuroni B; 
4) secondo una modalità autocrina, in cui il fattore neurotrofico viene utilizzato 
dagli stessi neuroni che lo producono  (pallini viola). 
 
Immagine modificata da: Davies AM, 2003 
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 E’ stato inoltre recentemente dimostrato che alcuni fattori neurotrofici, in 
determinate circostanze, possono promuovere anche la morte cellulare attivando in 
maniera diretta i meccanismi cellulari dell’apoptosi. Pertanto, ogni popolazione di neuroni 
sarebbe esposta, durante lo sviluppo, ad una varietà di segnali derivati dai tessuti innervati, 
dalle fibre afferenti o secreti per via autocrina (Davies, 2003).  
 E’ importante rilevare che, con l’eccezione del meccanismo autotrofico (autocrino), 
le cellule che producono le trofine sono distinte da quelle per le quali il fattore trofico 
rappresenta una molecola di supporto vitale. 
 
 
Funzioni dei fattori neurotrofici nel sistema nervoso 
 Durante lo sviluppo embrionale e l’organogenesi, i fattori neurotrofici svolgono 
numerose funzioni: 
1) promuovono la sopravvivenza, la differenziazione e la definizione del fenotipo 
neuronale;  
2) stimolano la crescita dell’assone e influenzano il suo trofismo verso il target; 
3) partecipano alla sinaptogenesi; 
4) contrastano l’apoptosi di specifiche sottopopolazioni neuronali (Davies, 2003). 
 Il periodo nel quale i neuroni richiedono un supporto neurotrofico ha una durata 
variabile nelle diverse popolazioni neuronali ed è stato dimostrato che determinati neuroni 
cambiano la loro dipendenza da un fattore trofico ad un altro (Davies, 2003). Inoltre, la 
sopravvivenza della maggior parte dei neuroni sembra dipendere non da una singola 
sostanza ma da sostanze multiple, appartenenti alla stessa o a diverse famiglie di fattori 
neurotrofici, che possono essere necessarie contemporaneamente o in sequenza temporale 
(Snyder, 1994).  
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 Tuttavia, l’espressione dei fattori neurotrofici persiste in vario grado nel sistema 
nervoso maturo, dove essi partecipano alla regolazione delle proprietà e della funzionalità 
dei neuroni. Pertanto, l’ipotesi del fattore neurotrofico è stata estesa nel suo significato per 
includere, oltre alla sopravvivenza, altre importanti implicazioni delle trofine sulla 
funzionalità neuronale, quali il mantenimento dell’integrità strutturale e del fenotipo, la 
plasticità morfo-funzionale e le capacità neuroriparative (McMahon e Priestley, 1995; 
Hefti, 1997; Murer et al., 2001). Altri studi rivelano una serie d'effetti di questi fattori 
trofici fuori del sistema nervoso, in modo importante nello sviluppo cardiaco, nella 
neovascolarizzazione e nelle funzioni del sistema immunitario (Donovan et al., 2000; Lin 
et al., 2000; Coppola et al., 2004; Kermani et al., 2005).  
 Infine molti disturbi umani sono associati a mutazioni genetiche delle neurotrofine 
e/o dei loro recettori. Per esempio, una mutazione dominante del recettore TrkB che riduce 
la segnalazione tirosin-chianasica è stata descritta in pazienti con grave obesità iperfagica e 
alterazioni della nocicezione, dell’apprendimento e della memoria (Yeo et al., 2004), 
mentre un polimorfismo del gene del BDNF, che porta ad una riduzione del trasporto della 
proteina BDNF, è stata associata a riduzione delle funzioni ippocampali e della memoria 
episodica (Egan et al., 2003).  
 Numerosi studi suggeriscono che le neurotrofine continuano a influenzare la 
struttura e le funzioni neuronali durante tutta la vita (Castren et al., 1992; Schnell et al., 
1994; Thoenen, 1995; Bonhoeffer, 1996; Prakash et al., 1996; Alsina et al., 2001;  Maffei, 
2002; Bolanos e Nestler, 2004; Duman, 2004; Tuszynski e Blesch, 2004).  
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Brain derived Neurotrophic Factor, BDNF 
 
 La seconda neurotrofina ad essere stata identificata, dopo la scoperta dell’NGF, è 
stata il Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). Esso fu purificato dal cervello di 
maiale come un fattore di sopravvivenza per molte popolazioni neuronali non responsive 
all’NGF (Barde et al., 1982). 
 Il BDNF è una proteina che fa parte della famiglia delle neurotrofine ed è 
abbondantemente espressa nel sistema nervoso centrale e periferico, in particolare 
nell’ippocampo, nella corteccia cerebrale (specialmente nell’area temporale e occipitale, 
nell’insula e nella corteccia motoria e sensitiva) e nell’amigdala (Murer et al., 2001). Dal 
punto di vista molecolare è una proteina omodimerica con un peso molecolare di 28 kDa, 
formante 2 foglietti β antiparalleli, contenenti un cluster di cisteina [Fig.10]. 
 
 
 
 
 
Fig10 
Rappresentazione grafica della struttura molecolare del BDNF 
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 La sua configurazione 3D è simile a quelle di altri fattori di crescita [transforming 
growth factor-β2, platelet derived growth factor, vascular endotelial growth factor (EGF)], 
il che suggerisce una probabile evoluzione comune (Van Kesteren et al., 1998). 
 Il BDNF può oltrepassare la barriera ematoencefalica in entrambe le direzioni. I 
livelli di BDNF circolanti nel sangue derivano dai neuroni, dalla glia e dalle cellule del 
sistema nervoso centrale (Pan et al., 1998; Karege et al., 2002). 
 E’ stato descritto che nel sistema nervoso centrale il BDNF può essere espresso in 
alcune cellule non neuronali (Yamamoto et al., 1996) come l’endotelio vascolare e le 
cellule del muscolo liscio (Donovan et al., 1995; Nakahashi et al., 2000). Anche alcune 
cellule del sistema immunitario come i macrofagi attivati e i linfociti possono contribuire 
alla secrezione di BDNF (Gielen et al., 2003). 
 Il BDNF è presente già nel feto e la sua espressione raggiunge i livelli massimi 
dopo la nascita, promuovendo la crescita e il differenziamento neuronale (Conover e 
Yancopoulos, 1997). 
 Nel sistema nervoso adulto è coinvolto nella plasticità sinaptica e induce variazioni 
nella secrezione ed eccitabilità di alcuni neurotrasmettitori e neuropeptidi (Lindholm et al., 
1994; Kang e Schuman, 1995; Li et al., 1998; Schinder e Poo, 2000; Thoenen, 2000; 
Carter et al., 2002), sembra avere un’azione protettiva nei confronti del neurone (Lindvall 
et al. 1994) e gioca un ruolo importante nell’apprendimento, nella memoria e nel 
comportamento (Hall et al., 2000; Egan et al., 2003). Inoltre una riduzione 
dell’espressione del BDNF è associata ad atrofia o morte neuronale in seguito 
all’invecchiamento o a causa di alcune disfunzioni neurologiche (Murer et al., 2001).  
 Il BDNF è sintetizzato, immagazzinato e rilasciato dai neuroni glutammatergici 
(Lessman et al., 2003). Nei principali neuroni dell’ippocampo, il BDNF appare 
immagazzinato nei processi dendritici in granuli secretori di tipo II, da cui è rilasciato in 
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seguito ad una stimolazione ad alta frequenza (HFS) (Blochl e Thoenen, 1996; Hartmann 
et al., 2001; Kohara et al., 2001; Balkowiec e Katz, 2002). 
 Nei neuroni ipotalamici il BDNF stimola la sintesi (Rage et al., 1999; Guerra-
Crespo et al., 2001), il differenziamento (Loudes et al., 2000) e il rilascio degli ormoni 
(Marmigère et al., 2001). In quest’area inoltre l’espressione del BDNF è modulata da 
stimoli fisiologici (Aliaga et al., 2002; Givalois et al., 2004). 
 Alcune malattie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer e di Parkinson 
sono associate ad una riduzione dei livelli di BDNF nel cervello (Conner et al., 1997; 
Parain et al., 1999) e livelli ridotti di BDNF nel plasma sono stati trovati anche nei 
soggetti depressi (Karege et al., 2002 a e b), schizofrenici (Toyooka et al., 2002), 
abulemici e anoressici (Nakazato et al., 2003; Monteleone et al., 2005). Al contrario i 
soggetti affetti da epilessia mostrano livelli di BDNF più elevati sia nel cervello che nel 
plasma (Ernfors et al., 1991). I livelli di BDNF diminuiscono anche con l’età e l’aumento 
di peso (Lommatzsch et al., 2005).  
 La versatilità del BDNF è sottolineata dal suo contributo in una vasta gamma di 
risposte di adattamento neuronale, incluso la Long-Term Potentiation (LTP), la Long-Term 
Depression (LTD) e certe forme di plasticità sinaptica a breve termine, come la 
regolazione omeostatica intrinseca dell’eccitabilità neuronale (Asztely et al., 2000; Ikegaya 
et al., 2002; Maffei, 2002).  
 Riassumendo si può dedurre che l’attività neuronale sia correlata ai livelli di 
espressione del BDNF. Infatti dalla letteratura precedentemente descritta si può dedurre 
che un’alta frequenza di stimolazione elettrica può indurre l’espressione del BDNF “in 
vitro” (Thompson et al., 2003; Patterson et al., 1999), suggerendo che è sufficiente solo un 
modesto aumento dell’attività neuronale per attivare i meccanismi che ne incrementano i 
livelli. 
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Interazioni tra estrogeno, progesterone e BDNF 
 Esistono numerosi studi che hanno come oggetto l’interazione tra gli ormoni 
steroidei, principalmente estradiolo e progesterone, e i fattori di crescita nel sistema 
nervoso centrale (Gibbs, 1999; Scharfman et al., 2003; Begliuomini et al., 2007). La 
maggior parte di queste interazioni può essere riassunta in tre concetti principali:  
1) la convergenza dei segnali di trasduzione dell’estrogeno e dei fattori trofici; 
2) l’induzione, da parte dell’estrogeno, della sintesi di specifici fattori trofici e viceversa; 
3) la dipendenza reciproca degli effetti indotti dai fattori trofici e dall’estrogeno [Fig.11]. 
 
 
 Gli effetti dell’estrogeno infatti comprendono sia alterazioni del comportamento 
(Sandstrom et al., 2004; Frick et al., 2004; Gibbs et al., 2005; Luine et al., 2003; Luine et 
al., 1998; Frye et al., 2005; Lacreuse et al., 2002; Rissman et al., 2002), che della struttura 
(morfologia, densità e numero delle spine dendritiche) e della fisiologia (potenziamento 
Fig.11  
Interazioni tra estrogeno e BDNF: convergenza e induzione.  
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dell’input glutamatergico nell’area CA1 dell’ippocampo) del neurone. Il BDNF è stato 
dimostrato esercitare, se non tutti, molti di questi effetti. 
 Entrambi hanno mostrato esercitare effetti altamente variabili, spesso facilitando le 
funzioni ippocampali. Sono noti, inoltre, per ridurre l’eccitotossicità neuronale e quindi 
promuovere la neuro-protezione. Entrambi promuovono la trasmissione glutammatergica 
(Woolley, 1998; Foy et al., 1999), la modulazione dei recettori NMDA e in modo specifico 
la subunità NR2B (Yamada et al., 2003; Adams et al., 2004), la facilitazione della 
memoria (Luine et al, 1997; Yamada et al., 2003; Tyler et al., 2002; Daniel et al., 1999), 
l’aumento delle spine dendritiche, del numero delle sinapsi (Tyler et al., 2002; Segal et al., 
2001) e la promozione della neurogenesi nel giro dentato (Tanapat et al., 1999; 
Linnarsson et al., 2000). 
 Una relazione molto importante tra estrogeno e BDNF è costituita dalla via di 
trasduzione e dai fattori di trascrizione implicati nei loro effetti. Entrambi infatti mediano 
l’attivazione della protein-chinasi mitogenica (MAPK) (Yamada et al., 2003; Toran-
Allerand et al., 1999; B  et al., 2000), la fosforilazione del fosfatidil-inositolo 3 chinasi 
(PI3-K), l’attivazione della protein-chinasi Ca2+-calmodulina-dipendente (CaMKII) (Sawai 
et al., 2002; Blanquet et al., 2003) e l’attivazione dell’elemento di risposta al c-AMP 
(CREB) (Ernfors et al., 2003; McEwen, 2001). 
 Le azioni dell’estrogeno nel SNC sono mediate da sistemi recettoriali simili a quelli 
rilevati negli organi bersaglio riproduttivi. La più importante componente dell’azione 
dell’estrogeno è mediata dalla via dei recettori nucleari, che in seguito al legame con 
l’ormone agiscono essi stessi come fattori di trascrizione e controllano in questo modo 
l’espressione di geni sensibili all’estrogeno. La localizzazione dei recettori per l’estrogeno 
(ER) nell’ippocampo è difficile da definire, ma sicuramente questi sono presenti in molti 
tipi di cellule.  
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 Il BDNF invece è espresso in elevate concentrazioni in molte aree del SNC, fra le 
quali anche nell’ippocampo, dove l’estrogeno è riconosciuto avere effetti importanti. 
Nell’ippocampo di ratti adulti, l’mRNA che codifica per il BDNF è espresso in tutti i 
principali neuroni, per esempio nelle cellule granulari del giro dentato e nelle cellule 
piramidali ippocampali. È interessante osservare che il BDNF non è uniformemente 
tradotto, perché la più alta concentrazione appare essere localizzata nelle cellule granulari, 
con un’espressione relativamente debole nelle cellule piramidali (Binder et al., 2001). 
Nelle cellule granulari il BDNF è trasportato in maniera anterograda nell’assone (Conner 
et al., 1997).  
 La localizzazione ippocampale del recettore TrkB è stata largamente dimostrata 
(Drake et al., 1999) [Fig.8] e si è visto che questo si ritrova sia a livello neuronale, che 
nella glia (Drake et al., 1999) [Fig.12].  
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Fig.12  
Espressione del BDNF, suoi recettori e recettori dell’estrogeno (ERs) nel giro dentato 
del ratto adulto. 
 
(A) Una schematica illustrazione del circuito fondamentale del giro dentato 
(Scharfman HE, 2002). 
(B) L’espressione del BDNF e dei suoi recettori è mostrata schematicamente nelle 
cellule granulari del giro dentato e della glia circostante. Si pensa che il BDNF 
sia prodotto dal suo precursore, pro-BDNF, e quindi trasportato 
anterogradamente. Inoltre può essere localizzato nei dendriti sotto certe 
condizioni (Tongigiorgi E. et al., 2004). Il pro-BDNF può essere rilasciato e 
agire sui p75NTR (Pang et al., 2004). 
(C) Illustrazione dell’espressione del BDNF, dei suoi recettori e dei recettori ERs in 
un circuito semplificato delle cellule granulari e degli interneuroni GABAergici. 
I neuroni GABAergici, che esprimono gli ERs, possono innervare le cellule 
granulari. L’evidenza derivante dagli studi della CA1, che dimostra che 
l’estradiolo può disinibire le cellule piramidali, ha suggerito che l’estrogeno può 
disinibire le cellule granulari indirettamente. 
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Il recettore p75 è presente sulle afferenze dei neuroni del setto mediale che 
innervano l’ippocampo (Dougherty et al., 1999). 
Tuttavia l’estrogeno e il BDNF hanno molto più in comune della sola via di 
segnalazione. Infatti durante il ciclo mestruale sono state osservate variazioni significative 
dei livelli di BDNF (Lommatzsch et al., 2005), in particolare è stato osservato un alto 
livello di BDNF durante la fase luteale e follicolare con un andamento simile ai livelli di 
estrogeno (Lommatzsch et al., 1999) [Fig.13]. 
 
 
 
 
Fig.13  
Curve dei livelli di BDNF, gonadotropine (LH e FSH), estradiolo (E2) e progesterone 
(P) nella donna durante il ciclo mestruale 
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 Le somministrazioni di estradiolo nei ratti ovariectomizzati aumentano i livelli sia 
di mRNA per il BDNF che della proteina e questo suggerisce che ci sia una stretta 
correlazione funzionale fra il BDNF e l’estrogeno (Gibbs et al., 1999; Scharfmdnn et al., 
2003).  
 Inoltre molti cambiamenti elettrofisiologici e funzionali dei neuroni ippocampali 
sono influenzati da entrambi. Per esempio, numerosi studi mostrano un aumento 
dell’apprendimento ippocampo-dipendente; ciò è stato anche dimostrato in ratti maschi, 
nei quali la manipolazione aumenta i livelli di estradiolo. Al contrario, l’apprendimento è 
più scarso quando i livelli di estradiolo sono bassi, per esempio in topi knock-out per 
l’aromatasi (Martin et al., 2003). Molti studi di apprendimento spaziale, che rappresenta 
un tipico comportamento ippocampo-dipendente, mostrano un miglioramento delle 
performance in seguito a somministrazione di estradiolo, ma anche altri tipi di memoria 
possono migliorare non solo in seguito agli effetti ippocampali, ma anche attraverso altri 
effetti ippocampali-indipendenti (Sandstrom et al., 2004; Frick et al., 2002; Gibbs et al., 
1999; Luine et al., 2003; Luine et al., 1998; Frye et al., 2005;  Lacreuse et al., 2002; 
Rissman et al., 2002). La relazione dose-risposta tra estradiolo e BDNF e gli effetti da essi 
generati appaiono essere non lineari, infatti dosi basse facilitano le risposte, mentre dosi 
alte le inibiscono.  
 Per quanto riguarda il potenziamento della trasmissione glutammatergica, 
focalizzando l’attenzione solo sull’area CA1 dell’ippocampo adulto, molti studi 
suggeriscono che l’estradiolo esogeno o il BDNF possano potenziare la trasmissione delle 
fibre collaterali di Schaffer e facilitare la LTP. Sia l’estradiolo che il BDNF esercitano le 
loro azioni nell’area CA1 dell’ippocampo attraverso la fosforilazione delle subunità NR1 e 
NR2 del recettore NMDA (Smith et al., 2005; Foy et al., 1999; Bi R et al., 2003; Rudick et 
al., 2001; Zamani et al., 2004; Pozzo-Miller et al., 1999; Sun et al., 2001; Levine et al., 
1998; Crozier et al., 1999). Entrambi inoltre possono regolare le correnti al K+/Ca2+-
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dipendenti nelle cellule piramidali dell’area CA1 (Kumar et al., 2002; Kramar et al., 2004; 
Carrer et al., 2003).  
 Numerosi studi indicano che sia l’estradiolo che il BDNF sono in grado di 
modificare la densità, la forma e la lunghezza delle spine dendritiche (Murphy et al., 1998; 
Lee et al., 2004; Hao et al., 2003; Leranth et al., 2000; Leranth et al., 2002; Woolley et 
al., 1992; Woolley et al., 1990; Woolley et al., 1994; Alonso et al., 2004; Hartmann et al., 
2004; Tyler et al., 2003).  
 Entrambi inoltre sono in grado di aumentare il tasso di neurogenesi nel giro dentato 
(Scharfman et al., 2005; Tanapat et al., 1999; Ormerod et al., 2004; Ormerod et al., 
2003). 
 Alcuni studi suggeriscono che l’influenza dell’estrogeno e del BDNF si estende 
anche nella glia (Garcia-Ovejero et al., 2005; Rose et al., 2003).  
 Da quanto detto si può dedurre che la sintesi del BDNF è indotta dall’estrogeno, e 
questo è supportato da studi che mostrano che esiste un ERE funzionale sul gene del 
BDNF (Sohrabji et al., 1995). L’estrogeno può indurre potenzialmente l’espressione 
dell’mRNA e della proteina BDNF nel cervello. In aggiunta si è visto che 
l’ovariectomizzazione riduce l’mRNA del BDNF e la terapia estrogenica sostitutiva lo 
ripristina (Sohrabji et al., 1995; Singh et al., 1995; Liu et al., 2001; Berchtol et al., 2001; 
Cavus et al., 2003). Tuttavia in alcune aree cerebrali, la somministrazione di estradiolo non 
determina aumento dei livelli di BDNF dopo l’ovariectomizzazione (Jezierski et al., 2000). 
Sempre nell’ippocampo, alcuni ricercatori ritengono che la maggiore espressione del 
BDNF modulata dall’estrogeno si trovi nelle aree CA1 e CA3 (Solum et al., 2002; Zhou et 
al., 2005), altri invece ritengono che si trovi nel giro dentato (Berchtol et al., 2001, 
Scharfman et al., 2003). 
 Secondo alcuni studi non esiste necessariamente una relazione tra elevati livelli di 
proteina BDNF ed elevati livelli di estrogeno (Gibbs et al., 1998). Infatti in alcuni casi lo 
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stress può aumentare, ma anche diminuire la sintesi di BDNF (Franklin et al., 2006; 
Marmigere et al., 2003; Murakami et al., 2005), mentre negli animali giovani le 
interazioni tra estrogeno e BDNF possono essere molto diverse da quelle descritte negli 
adulti. 
 Un’altra correlazione tra livelli di estrogeno e BDNF è ben descritta da Scharfman 
(Scharfaman et al., 2003), il cui studio ha dimostrato che i livelli di BDNF nelle fibre 
muscoidi sono elevati nel giorno del proestro, quando i livelli di estrogeno appaiono molto 
alti, mentre diminuiscono durante il metestro quando i livelli di estrogeno sono bassi. 
 In breve, questi studi suggeriscono che l’estradiolo può indurre l’espressione del 
BDNF sia in condizioni fisiologiche, come il ciclo estrale, che non fisiologiche, per 
esempio in seguito a ovariectomizzazione. Tuttavia non è dimostrato sufficientemente che 
l’effetto dell’estradiolo sia lo stesso del BDNF.  
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LTP e plasticità sinaptica 
 
 La plasticità sinaptica può essere definita come un “cambiamento dipendente 
dall’esperienza” (Bliss e Collingridge, 1993). A livello cellulare è ormai dimostrato che il 
processo di codifica delle informazioni da parte del cervello implichi dei cambiamenti, 
dipendenti dall’attività, nella forza delle connessioni sinaptiche tra i neuroni. I 
cambiamenti stabili nella forza delle sinapsi sono di sicuro importanti nel deposito delle 
informazioni durante la formazione della memoria (Morris, 2003). Un meccanismo molto 
studiato a questo proposito è il potenziamento sinaptico a lungo termine (Long Term 
Potentiation, LTP), che consiste in un persistente incremento della forza sinaptica che può 
essere rapidamente indotto da una stimolazione ad alta frequenza (HFS) dell’impulso 
eccitatorio.   
 Tra i primi ad avanzare un’ipotesi sulle condizioni che provocano i cambiamenti 
sinaptici fu lo studioso canadese D. Hebb, il quale negli anni ‘40 sosteneva che “quando 
un assone di una cellula A è abbastanza vicino ad una cellula B da poterla eccitare 
ripetutamente, oppure riesce ad attivarla in modo consistente, in una o in entrambe le 
cellule avviene un certo processo di crescita o cambiamento metabolico in modo che 
l’efficenza delle cellule stesse risulti aumentata”. 
 Successivamente Bliss e collaboratori nel 1973 dimostrarono che la stimolazione ad 
alta frequenza delle fibre presinaptiche della via perforante dell’ippocampo di coniglio 
determinava un aumento della risposta da parte dei neuroni postsinaptici. Bliss chiamò 
questo effetto Long Term Potentiation a causa dell’aumento del potenziale post-sinaptico o 
della corrente per un periodo prolungato.  
 Il fenomeno della LTP si può suddividere in tre fasi: induzione, espressione e 
mantenimento. 
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Induzione della LTP 
 L’induzione si riferisce agli eventi iniziali che danno inizio al processo. La maggior 
parte dei sistemi nei quali la LTP è stata studiata utilizzano il glutammato come 
neurotrasmettitore ed i recettori che esso attiva. I recettori per il glutammato si dividono in 
due tipi: i recettori metabotropici (mGluR), che sono accoppiati a proteine G che a loro 
volta possono attivare fosfolipasi C (PLC) o inibire l’adenilatociclasi, e i recettori 
ionotropici, che formano canali ionici, e che a loro volta si suddividono in recettori che 
rispondono in modo ottimale all’N-metil-D-aspartato (NMDA) e quelli che rispondono 
all’acido kainico (KA) o all’acido α-ammino-3-idrossi-5-metil-4-isoxazolepropionico 
(AMPA). Inoltre i recettori NMDA, al potenziale di riposo, sono bloccati da ioni Mg2+, e 
possono attivarsi solo se in concomitanza del legame del glutammato c’è anche una 
depolarizzazione locale della membrana.   
 Le sinapsi attive rilasciano il glutammato, il quale va a legarsi sia al recettore 
AMPA, inducendo un’iniziale depolarizzazione locale della membrana, sia al recettore 
NMDA, provocando un rapido aumento del Ca2+ nelle spine dendritiche del neurone post-
sinaptico. Il Ca2+ all’interno della cellula è in grado di attivare i canali al Ca2+-voltaggio 
dipendenti presenti nelle vescicole citoplasmatiche e quindi di mobilitare ulteriore Ca2+ dai 
depositi intracellulari.  
Un altro meccanismo di induzione della LTP è mediato dai recettori metabotropici, 
che a differenza di quelli ionotropici possono localizzarsi sia a livello postsinaptico che 
presinaptico. Le fosfolipasi C attivate da questi recettori scindono i fosfolipidi di 
membrana per formare diacilglicerolo (DAG) e inositolo 1,4,5, trifosfato (IP3); il DAG 
modula l’attività del canale attraverso una PKC mentre l’IP3 mobilita il Ca2+ dai magazzini 
intracellulari favorendone il rilascio.  
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Espressione della LTP 
 Una volta iniziata la LTP è in grado di indurre sia un aumento del rilascio del 
neurotrasmettitore da parte del neurone presinaptico sia un’aumentata recettività a livello 
postsinaptico.  
 
Mantenimento della LTP 
 La LTP evocata da una stimolazione afferente ad alta frequenza (HSF-LTP) è 
tipicamente divisa in una fase precoce e una tardiva. 
 La fase precoce è di breve durata (1-2 h), è dipendente da modificazioni covalenti 
di varie proteine già presenti nella cellula e dalla mobilitazione delle proteine verso la 
sinapsi, e non richiede la sintesi di nuove proteine.  
 La fase ritardata, più duratura, richiede la sintesi “ex novo” di mRNA e quindi la 
formazione di nuove proteine (Otani e Abraham, 1989; Matthies et al., 1990; Nguyen et 
al., 1994; Nguyen e Kandel, 1996; Davis et al., 2000; Raymond et al., 2000; Kandel, 
2001; Kelleher et al., 2004b). 
 Sebbene i meccanismi molecolari che regolano l’espressione e il mantenimento 
della LTP non siano ancora del tutto chiariti, il pensiero attuale è che la HSF-LTP tardiva 
richieda l’attivazione del segnale extracellulare (ERK), la conseguente fosforilazione 
ERK-dipendente del fattore di trascrizione nucleare di legame al Ca2+ e al c-AMP (CREB), 
e la successiva trascrizione dei geni sotto il controllo di CREB (Impey et al., 1996, 1998; 
Davis et al., 2000). L’attivazione di ERK, una protein-chinasi appartenente alla famiglia 
delle MAPK (chinasi mitogeniche), dovuta al legame del BDNF ai suoi recettori TrkB 
comporta la fosforilazione della Ser133 di CREB (Impey et al., 1998; Davis et al., 2000). 
CREB indurrebbe l’espressione di geni precoci (IEGs), quali ad esempio c-fos e c-jun, il 
cui prodotto potrebbe a sua volta indurre l’espressione di geni tardivi che potrebbero 
codificare le proteine responsabili dei cambiamenti a livello sinaptico. 
Introduzione 
 46 
 Numerosi studi hanno dimostrato che una varietà di IEGs codificanti fattori di 
trascrizione e proteine non attivatrici della trascrizione sono attivate conseguentemente 
all’induzione dell’LTP grazie all’attivazione ERK-dipendente di CREB (Cole et al., 1989; 
Wisden et al., 1990; Abraham et al., 1993; Meberg et al., 1993; Qian et al., 1993; Link et 
al., 1995; Lyford et al., 1995; Williams et al., 1995; Lanahan et al., 1997).  
 Altri fattori di trascrizione della famiglia degli IEGs, come Arc e zif268, sono 
implicati nell’LTP tardivo e nella memoria a lungo termine (Guzosky et al., 2000; Jones et 
al., 2001).  
 Arc (Activity-Regulated Cytoskeleton protein) è l’unico mRNA conosciuto che 
rapidamente traffica nei processi dendritici dopo l’induzione della LTP, mentre zif268 
regola la trascrizione di geni tardivi. Usando l’iniezione intra-ippocampale dell’oligo-
nucleotide antisenso di Arc si è evidenziato che Arc è richiesto per il consolidamento, ma 
non per l’acquisizione, di informazioni nei test di memoria ippocampo-dipendenti 
(Guzowski et al., 2000). Ying e collaboratori (2002) esaminarono l’espressione di Arc e 
zif268 successiva alla LTP indotta dal BDNF. L’espressione sia dell’mRNA di Arc sia 
della proteina risultarono entrambe aumentate, mentre l’espressione di zif268 rimase 
immodificata. 
 Gli immediated early genes (IEGs) giocano un ruolo importante nella plasticità 
neuronale e quindi nell’LTP (Clayton, 2000). Esistono due classi differenti di IEGs: i 
fattori di trascrizione e gli effettori degli IEGs. Tra gli effettori degli IEG, uno codifica per 
la proteina Arc (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Vi sono numerose evidenze che 
dimostrano come attraverso l’aumento dell’espressione di Arc sia possibile distinguere i 
neuroni e le sinapsi che mostrano modificazioni della funzione e della struttura attività-
dipendenti (Steward e Worley, 2001). Per esempio dopo la stimolazione sinaptica o in 
seguito a test di apprendimento comportamentale, l’mRNA di Arc nell’ippocampo è 
rapidamente indotto e si distribuisce nei dendriti per facilitare le modificazioni sinapsi-
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specifiche. La disregolazione dell’espressione di Arc ottenuta usando oligonucleotidi 
antisenso causa deficit sia nell’LTP sia nei test di apprendimento comportamentale 
(Guzowski et al., 2000). Recenti studi hanno dimostrato che l’espressione di Arc nella 
corteccia e in altre regioni cerebrali è regolata dalla 5-idrossi-triptamina (serotonina). In 
particolare i livelli dell’mRNA di Arc aumentano in modo regione-specifico in seguito al 
trattamento con sostanze che aumentano la concentrazione di serotonina, quali i farmaci 
SSRI, (inibitori del reuptake della serotonina), e gli agonisti dei recettori 5-HT2 (Pei et al., 
2000). L’espressione di Arc è inoltre regolata dalla noradrenalina e dalla dopamina 
(Fosnaugh et al., 1995; Kodama et al., 1998; Cirelli e Tononi, 2000; Tan et al.,2000). 
 É stato ormai dimostrato che la depressione è associata ad una carenza nella 
plasticità sinaptica e gli antidepressivi possono migliorare o rimpiazzare i processi 
anormali (Grahame-Smith, 1997; Manji et al., 2001; Duman, 2002). I farmaci 
antidepressivi che hanno come bersaglio i neuroni monoaminergici possono anche 
aumentare l’espressione di Arc; infatti Pei et al. (2003) dimostrano che il trattamento 
cronico con paroxetina, imipramina e venlafaxina determina un aumento dell’espressione 
dell’mRNA di Arc se paragonato ai ratti di controllo trattati con la soluzione salina in 
maniera regione-specifica. 
 L’obiettivo dello studio di Molteni e collaboratori (2008) è stato invece quello di 
comprendere in che modo la trascrizione e la traduzione di Arc vengano modificate in 
risposta al trattamento in acuto e in cronico con un nuovo antidepressivo, la duloxetina. I 
risultati di questo studio dimostrarono un limitato aumento dei livelli dell’mRNA di Arc in 
alcune zone del cervello dopo somministrazione acuta di duloxetina, mentre in seguito alla 
somministrazione cronica è stato dimostrato un marcato aumento dell’espressione di Arc 
nella corteccia frontale. Questi cambiamenti osservati dopo la prolungata esposizione alla 
duloxetina sono fortemente correlati ai livelli di mRNA del BDNF (Calabrese et al., 
2007).  
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 Esperimenti che coinvolgono l’inibizione del BDNF endogeno e il segnale 
associato ai recettori tirosin-chinasici TrkB suggeriscono che il BDNF è richiesto per 
l’induzione dell’LTP tardivo che determina cambiamenti duraturi nell’efficacia delle 
sinapsi ippocampali (Patternson et al., 1996; Figurov et al., 1996; Kang et al., 1997; 
Korte et al., 1998; Chen et al., 1999; Minichiello et al., 1999). Schumann e collaboratori 
hanno dimostrato che il BDNF promuove la trasmissione a lungo termine dalle fibre 
collaterali di Schaffer alle sinapsi della CA1 dell’ippocampo (Kang e Schuman, 1995). Il 
BDNF stimola la sintesi di proteine nei dendriti a partire da mRNA già esistente (Kang e 
Schuman, 1996; Aakalu et al., 2001).  
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Spine dendritiche 
 
Struttura 
Le spine dendritiche sono minuscole protrusioni che emergono dai dendriti dei 
neuroni; sono caratterizzate da un collo e da una testa a forma di bulbo capace di ricevere 
input da parte di sinapsi eccitatorie e produrre una risposta postsinaptica (Hering e Shang, 
2001).  
Le spine dendritiche costituiscono il principale sito d’azione dei segnali eccitatori 
nella maggior parte dei neuroni. I neuroni che possiedono spine dentriche sono 
principalmente di tipo glutammatergico (per esempio neuroni piramidali) o GABAergico 
(neuroni di Purkinje), mentre alcune classi di neuroni non ne possiedono, come per 
esempio gli interneuroni GABAergici (Hering e Sheng, 2001).  
 La lunghezza di una spina dendritica in genere varia tra i 0,5 e i 2 µm, ma può 
raggiungere i 6 µm nella regione CA3 dell'ippocampo (Chicurel et al. 1992); il volume 
varia da meno di 0.01 µm³ a 0.8 µm³ (Harris 1999), mentre la densità oscilla tra 1 e 10 
spine/µm di dendrite maturo (Sorra e Harris, 2000). Attraverso dettagliati studi anatomici 
su tessuto cerebrale fissato, in base alla loro forma le spine dendritiche vengono 
classificate in sottili (thin), tozze (stubby), a fungo (mushroom) e a forma di coppa (cup-
shaped) (Harris et al. 1992; Chang et al. 1984) [Fig. 14]. 
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 La forma delle spine può quindi variare sia per la lunghezza e lo spessore del collo, 
sia in base alla forma e alla dimensione della testa. Nel cervello adulto la maggior parte 
delle spine si trovano nella forma “thin”. Le spine “thin” hanno una lunghezza superiore al 
diametro del collo della spina e terminano con una piccola testa (inferiore a 0.6 µm di 
diametro). Le spine “stubby” sono corte e larghe, e non presentano il collo. Le spine 
“mushroom” hanno un collo stretto e una grande testa irregolare (>0.6 µm di diametro). 
Nell’area CA1 e nel giro dentato dell’ippocampo maturo questi tipi di spine dendritiche 
hanno un'unica sinapsi sulla loro testa. Esistono anche spine ramificate (branched) che 
presentano più teste che emergono da un origine comune. In queste aree ogni testa delle 
spine ramificate è collegata con un diverso assone presinaptico mentre altre teste non 
hanno un patner presinaptico.  
 Classificare le spine in base alla loro forma si è dimostrato utile a garantire che 
l’intera gamma di morfologie possa essere rappresentata attraverso ricostruzioni 
Type I: stubby spines 
Type II: mushroom spines 
Type III: thin spines 
 
Fig. 14  
Rappresentazione  schematica di vari tipi di spine dendritiche 
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tridimensionali e per determinare se si verificano variazioni morfologiche per mezzo di 
manipolazioni sperimentali (Kirov et al., 1999; Sorra e Harris, 1998; Chicurel e Harris, 
1992; Harris et al., 1992; Harris e Stevens, 1989). Tuttavia la classificazione arbitraria 
delle spine in queste quattro categorie non tiene conto della grande eterogeneità della loro 
morfologia che emerge anche su un singolo dendrite (Sorra e Harris, 2000). Studi di 
imaging in vivo hanno rivelato che le spine sono elementi molto dinamici; nonostante la 
loro forma tenda a stabilizzarsi con la maturazione (Holtmaat et al. 2005), e una piccola 
proporzione di esse è caratterizzata da un continuo turnover: alcuni studi hanno infatti 
mostrato che le spine di tipo “thin” sono in grado di sorgere e sparire in pochi giorni, 
mentre le “mushroom” possono mantenersi per diversi mesi (Holtmaat et al. 2005; Zuo et 
al. 2005; Majewska et al. 2006). 
 I filopodi costituiscono una particolare forma di spina dendritica carattizzata da un 
collo molto lungo e sottile e dall’assenza della testa, sono abbondantemente presenti nei 
neuroni in via di sviluppo ma possono trovarsi anche nel cervello adulto in situazioni 
particolari, per esempio in seguito all’induzione della plasticità, ad ischemia o durante la 
rigenerazione dopo un danno neuronale. I filopodi dendritici sono strutture estremamente 
mobili e flessibili in grado di cambiare velocemente la loro conformazione, che dura solo 
alcuni minuti (Parnass et al. 2000; Lendvai et al. 2000). Il cambiamento della forma è 
determinato da un rimodellamento del citoscheletro di actina e l’attività di protusione 
actina-dipendente. Grazie alla loro motilità i filopodi sono adatti per l’esplorazione dello 
spazio attorno ai dendriti. Essi prendono ripetutamente contatti con gli assoni vicini, 
tuttavia solo un sottoinsieme selezionato di questi contatti viene stabilizzato nel giro di 
pochi minuti attraverso la generazione di un segnale dato dalla variazione di 
concentrazione del calcio; inoltre i filopodi sono in grado di discriminare tra gli assoni con 
cui contraggono una sinapsi, e infatti non stabiliscono contatti con gli assoni di neuroni 
inibitori (Lohmann et al. 2008); ciò suggerisce che la capacità di riconoscere gli assoni 
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adatti per instaurare un collegamento è dovuta all’espressione o al riconoscimento di 
specifici segnali molecolari.  
 Si pensa che i filopodi dendritici possano essere morfologicamente e 
strutturalmente trasformati in spine dendritiche; infatti durante la prima settimana di vita 
postnatale emergono e interagiscono con gli assoni per formare le prime sinapsi; durante la 
seconda settimana cominciano poi a prevalere le spine di tipo “thin”, “stubby” e 
“mushroom” (Harris et al. 1999)  
 Con lo sviluppo successivo gli alberi sinaptici e le spine “stubby” diminuiscono di 
numero e la maggior parte delle sinapsi si trova sulle spine “thin” e “mushroom” (Fiala et 
al. 1998). Le sinapsi inizialmente si formano a partire da spine dinamiche simili a filopodi 
che successivamente vengono trasformati in spine stabili in modo quasi coincidente con la 
formazione delle specializzazioni postsinaptiche (Okabe et al. 2001; Marrs et al. 2001). È 
stato inoltre osservato che le spine “stubby” e altri tipi di spine possono originare dai 
filopodi in neuroni ippocampali in via di sviluppo (Parnass et al. 2000). Nel medesimo 
studio è stata evidenziata anche la trasformazione opposta, cioè il passaggio da spina 
stabile a filopodo. Sembra che i filopodi possano trasformarsi in spine senza essere prima 
riassorbiti dall’albero sinaptico. Molto probabilmente la trasformazione di un filopodo in 
una spina è un processo reversibile controllato da fattori locali come l’attività sinaptica.  
 Oltre che per forma e dimensione, le spine dendritiche si differenziano anche per 
gli organelli che contengono e per molecole specifiche. In generale, le spine di grandi 
dimensioni formano in proporzione sinapsi più estese e contengono un maggior numero di 
organuli. Analisi effettuate al microscopio elettronico hanno messo in evidenza un 
ispessimento più denso della superficie della spina localizzato sotto la membrana della 
testa; esso è caratterizzato dalla presenza di numerosi organelli citoplasmatici e viene 
definito “densità post sinaptica” (PSD). La PSD occupa circa il 10% della superficie della 
spina ed è esattamente allineata con la zona attiva presinaptica. Poiché la dimensione della 
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testa delle spine è proporzionale alla superficie del PSD, al numero dei recettori 
postsinaptici (Nusser et al., 1998) e al numero delle vescicole presinaptiche legate 
(Schikorski et al., 1997), la crescita della testa delle spine è probabilmente correlata a un 
rafforzamento della trasmissione sinaptica.  
 La maggior parte delle sinapsi ha un unico e continuo PSD per spina, ma alcuni 
PSD si rivelano discontinui o perforati, e possono essere ulteriormente classificati come 
“fenestrati” , “a ferro di cavallo” o “segmentati”. Il PSD contiene recettori per il 
glutammato di tipo AMPA e NMDA (Nusser et al. 1998; Desmond et al. 1998). 
 Uno dei principali organelli presenti all’interno della spina è il reticolo 
endoplasmatico liscio (SER); esso ha una forma allungata e schiacciata, è costituito da 
grandi cisterne e si trova in alcune spine in base alla dimensione della spina stessa (Spacek 
e Harris, 1997). Il SER probabilmente regola la concentrazione intracellulare di calcio 
nella spina, immagazzinandolo e rilasciandolo in risposta ad uno stimolo sinaptico 
(Sabatini et al., 2001; Svoboda, 1999). Alcune spine presentano un SER più complesso 
chiamato “apparato della spina” che è spesso associato alla presenza di poliribosomi e del 
reticolo endoplasmatico rugoso (Steward et al., 1996, 1998). La funzione dell’apparato 
della spina non è ancora chiaro. Tuttavia la sua ultrastruttura suggerisce che possa essere 
coinvolto nella sintesi di proteine legate alla membrana o a proteine di trasporto, in modo 
simile al reticolo endoplasmatico rugoso (RER) o al complesso di Golgi nel soma cellulare 
(Spacek e Harris, 1997). Nelle spine dendritiche, soprattutto in quelle di grandi 
dimensioni, sono state trovate anche vescicole rivestite, endosomi e corpi multivescicolari. 
I mitocondri sono generalmente assenti nella maggior parte delle spine dendritiche, anche 
se sono abbondanti nei dendriti. Nell’ippocampo i mitocondri sono stati trovati solamente 
nelle grandi spine dendritiche dell’area CA3 (Chicurel e Harris, 1992). A generare 
l’energia necessaria per la trasduzione del segnale nella spina è l’ATP che può diffondere 
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dai mitocondri presenti nel dendrite; in alternativa l’ATP può essere prodotto grazie alla 
glicolisi direttamente nella sinapsi (Wu et al., 1997). 
 Le spine dendritiche ippocampali hanno un citoscheletro costituito da actina che si 
distingue dal citoscheletro dendritico per l’assenza di microtubuli e filamenti intermedi 
(Kaech et al., 1997; Markham e Fifkova, 1986; Cohen et al., 1985; Matus et al., 1982). Il 
citoscheletro delle spine partecipa a rapidi cambiamenti nella forma, che presumibilmente 
alterano la funzione sinaptica.  
 Le spine dendritiche contengono una complessa miscela di ioni, lipidi, proteine 
come per esempio molecole di segnalazione e di adesione cellulare, recettori per i 
neurotrasmettitori, canali ionici, proteine del citoscheletro e diversi enzimi (Sorra e 
Harris, 2000).  
 
 
Plasticità delle spine dendritiche 
Eterogenee per forma e dimensioni, le spine dendritiche non sono elementi statici, 
ma nel cervello adulto la lora morfologia cambia continuamente in funzione dell’attività 
neuronale, dell’esperienza e dell’apprendimento, riflettendo così la natura plastica delle 
connessioni sinaptiche (Matus 2000; Lendvai et al. 2000; Trachtenberg et al. 2002; Zuo et 
al. 2005; Holtmaat et al. 2005). La capacità di crescita e modellamento delle connessioni è 
tipica dello sviluppo (Shatz, 1990), ma persiste anche nell’adulto (Gilbert e Wiesel, 1992), 
e viene definita plasticità neuronale.  
 Gli studi che hanno esaminato gli effetti dell’esperienza sensoriale sulla plasticità 
sinaptica hanno mostrato cambiamenti sia nel numero che nella morfologia delle spine 
dendritiche; ratti stabulati in un ambiente arricchito hanno mostrato un aumento nel 
numero, nella dimensione e nella densità delle spine dendritiche (Diamond et al. 1975; 
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Leggio et al. 2005). Al contrario una riduzione delle esperienze sensoriali mediata da un 
allevamento al buio riduce la densità delle spine nella corteccia visiva, effetto parzialmente 
revertito dalla successiva esposizione alla luce (Wallace e Bear, 2004). Un altro studio 
(Geinisman et al. 2000) ha mostrato che l’apprendimento è in grado di modificare la forma 
delle spine nell’ippocampo.  
 Le sinapsi ippocampali e corticali subiscono modificazioni strutturali per 
dimensioni e forma in seguito a LTP “in vitro” e in seguito all’esperienza “in vivo” 
(Matsuzaki et al. 2004; Holtmaat et al. 2006; Harvey et al. 2007); inoltre le spine che si 
formano possono dar vita a nuove sinapsi funzionali ed eventualmente rimpiazzare le spine 
non attive (Engert et al. 1999). La LTP induce modificazioni del numero e della 
morfologia delle spine in regioni importanti per l’apprendimento, come l’ippocampo e la 
corteccia. Pare che l’aumento del numero delle spine sia dovuto a una nascita di nuove 
spine dendritiche piuttosto che al formarsi di queste dalla divisione di spine già esistenti 
(Fiala et al., 2002). 
 Grande importanza per quanto riguarda gli effetti sulle spine dendritiche rivestono 
anche le neurotrofine in generale, data la loro azione sulle sinapsi eccitatorie (Poo, 2001; 
Tyler et al., 2002 a,b; Vicario-Abejon et al., 2002); in modo particolare il BDNF è un 
importante candidato nel mediare i cambiamenti attività dipendenti delle spine dendritiche 
nel sistema nervoso centrale.  
 Una struttura anomala delle spine è spesso associata a vari disturbi neurologici, 
come la sindrome dell’X fragile, la sindorme di Down o di Rett (Kaufmann et al. 2000). 
 Gli ormoni sessuali sono in grado di alterare la densità delle spine dendritiche; le 
femmine di ratto infatti mostrano un maggior numero di spine rispetto ai maschi nella 
regione CA1 dell’ippocampo; inoltre la densità delle spine cambia anche nelle varie fasi 
del ciclo estrale (Mong et al. 2001; Shors et al. 2001; Woolley et al. 1992; Yankova et al. 
2001). La densità delle spine dendritiche risulta essere aumentata nell’ippocampo di ratti 
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maschi in seguito a un evento stressante acuto, ma è ridotta nell’ippocampo di ratti 
femmina (Shors et al. 2001).  
 Di notevole interesse è anche l’influenza che la maternità e gli ormoni della 
gravidanza hanno per quanto riguarda la plasticità neuronale. E’ stato dimostrato che la 
gravidanza e gli ormoni che in questa fase vengono prodotti stimolano la proliferazione 
delle spine dendritiche nella regione CA1 dell’ippocampo femminile. Inoltre 
quest’incremento nel numero delle spine dendritiche sembra mantenersi stabile anche nel 
cervello delle femmine che sono nel periodo dell’allattamento, il cui profilo ormonale è 
differente se paragonato a quello di femmine nelle fasi terminali della gravidanza. Stabilito 
l’importante ruolo che l’ippocampo ha sulla memoria e sull’apprendimento, e l’influenza 
che le spine dendritiche hanno per quanto riguarda la regolazione molecolare del 
fenomeno dell’allattamento, gli studi ottenuti suggeriscono un miglioramento nel 
caratteristico comportamento che viene attuato dalle femmine durante la maternità. Sembra 
quindi che vengano migliorati i processi di apprendimento e memoria, in modo particolare 
la memoria spaziale (Kinsley et al., 1999; Lambert et al., 2005; Tomizawa et al., 2003), e 
un miglioramento si nota anche per quanto riguarda la reattività all’ambiente (Wartella et 
al., 2003); tutto questo avrebbe una notevole importanza nel contesto in cui la madre 
sviluppa tutta una serie di comportamenti specifici mirati alla cura e alla protezione della 
prole.  
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Le funzioni delle spine dendritiche 
 Le spine dendritiche probabilmente si sono evolute per sostenere il vasto numero di 
sinapsi che si trovano nei singoli neuroni. I Platelminti (Planaria) sono i più semplici 
organismi che possiedono simmetria bilaterale e un cervello primitivo. Diversi tipi di 
neuroni di Planaria possiedono spine dendritiche. Anche i neuroni di altri invertebrati 
mostrano delle strutture simili alle spine dendritiche. Per questo motivo è presumibile che 
le spine apparvero molto prima dello sviluppo del cervello dei mammiferi (Reuter e 
Gustafsson, 1995; Sarnat e Netsky, 1985; Keenan et al., 1981). Le spine dendritiche 
consentono ai dendriti di aumentare la loro superficie di sinapsi con l’assone; in pratica, 
esse consentono l’incremento della densità sinaptica.  
 Nel sistema nervoso centrale la maggior parte degli input eccitatori glutamatergici 
sono ricevuti dalle spine dendritiche dei neuroni postsinaptici. Le spine dendritiche 
ippocampali differiscono dalle spine presenti in altre aree del cervello (Groves et al., 1994; 
de Zeeuw et al., 1990; Gerfen, 1988; Spacek e Hartmann, 1983) e raramente presentano 
sinapsi inibitorie o modulatorie peptidergiche (Trommald e Hulleberg, 1997; Harris e 
Stevens, 1989). Le sinapsi modulatorie infatti tendono ad essere localizzate sui vicini alberi 
dendritici o sul soma dei neuroni dell’ippocampo.  
 Molti modelli biofisici suggeriscono che il collo delle spine dendritiche possa 
rallentare il trasferimento di cariche dalla sinapsi al dendrite genitore (Segev e Rall, 1988, 
1998). Quindi vi è un potenziale più grande sul dorso della testa per un periodo transitorio 
dopo l’attivazione sinaptica che facilita l’apertura dei canali voltaggio-dipendenti. La 
maggior parte delle spine non sono lunghe e sottili abbastanza per impedire totalmente il 
trasferimento delle cariche dalla sinapsi al dendrite madre. Per questo motivo alcuni 
studiosi pensano che la funzione primaria delle spine dendritiche sia quella di fornire un 
micro compartimento in cui far avvenire alcune reazioni chimiche postsinaptiche, come 
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per esempio quelle che richiedono un’elevata concentrazione di calcio (Svoboda et al., 
1996; Harris e Stevens, 1989).  
 Esperimenti di imaging hanno dimostrato che le spine dendritiche 
compartimentalizzano il calcio in modo tale che le variazioni intracellulari della sua 
concentrazione non si diffondano da una sinapsi attiva alle vicine sinapsi inattive. La 
forma e le dimensioni delle spine contribuiscono alle differenze della cinetica del calcio, le 
quali poi si traducono in diversi eventi di segnalazione sinaptica. Tali variazioni nella 
concentrazione del calcio localizzate nelle spine dendritiche sono il risultato del flusso 
ionico attraverso canali voltaggio-dipendenti o ligando-dipendenti (per esempio recettori 
NMDA) o del rilascio di calcio dai depositi intracellulari (SER). A seconda della fonte da 
cui deriva il calcio o del cambiamento di concentrazione dello stesso vengono evocati 
diversi meccanismi di segnalazione. Prove recenti suggeriscono che una concentrazione 
elevata di calcio è sufficiente a modificare la lunghezza delle spine.  
 Le spine possono agire come compartimenti chimici semiautonomi poiché sono 
separate dall’albero del dendrite attraverso un “collo” che spesso è molto sottile. La 
geometria del collo delle spine può controllare la cinetica e la grandezza della risposta 
postsinaptica del calcio.  
 Un'altra caratteristica utile delle spine è che il volume delle loro testa è abbastanza 
ridotto da permettere cambiamenti notevoli nei livelli di calcio intraspinali in risposta 
all’apertura di un piccolo numero di recettori o canali (Sorra e Harris, 2000).  
 Tuttavia il significato funzionale della plasticità delle spine non è ancora del tutto 
chiaro. 
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Neurogenesi 
 
 La gravidanza e il post partum costituiscono il periodo di massima plasticità sia a 
livello neuronale che comportamentale. Infatti, come già detto in precedenza, la 
gravidanza, il parto e l’allattamento sono accompagnati da drastiche fluttuazioni nei livelli 
dei neurosteroidi (Stern e Levine, 1974; Garland et al., 1987). Suscita quindi molto 
interesse il fatto che sia l’estradiolo che il corticosterone possano regolare anche la 
neurognenesi nell’adulto (Cameron e Gould, 1994; Tanapat et al., 1999; Ormerod e 
Galea, 2001).  
 La neurogenesi nel cervello adulto è un fenomeno che è stato descritto molto 
recentemente. Il fatto che le cellule neuronali o i loro diretti precursori possano dividersi è 
stato un argomento molto controverso e discusso per anni in neurobiologia. Joseph Altman 
per primo, grazie a studi di autoradiografia e all’utilizzo della timidina triziata, ipotizzò 
che nel cervello adulto alcune cellule in divisione fossero in grado di differenziarsi in 
cellule con una morfologia simile ai neuroni (Altman et al., 1965). 
 Oggi è universalmente dimostrato che la neurogenesi nell’adulto avviene in molte 
specie di mammiferi, incluso l’uomo, in due aree principali: la zona subventricolare del 
ventricolo laterale e la zona subgranulare del giro dentato dell’ippocampo (Altman et al. 
1967; Gould, 2007).  
 Del ventricolo laterale le cellule di nuova formazione migrano e si integrano nei 
circuiti del bulbo olfattivo. Durante questa fase è importante il ruolo delle cellule gliali che 
avvolgono le cellule e le veicolano verso il bulbo olfattivo. Una volta raggiunto il bulbo, le 
cellule si differenziano in 2 tipi neuronali principali: cellule neuronali periglomerulari e 
cellule neuronali mitrali. 
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 Nella zona subgranulare dell’ippocampo la migrazione avviene invece a distanze 
molto minori. Le cellule staminali proliferano nella zona subgranulare, lo strato più interno 
del giro dentato dell’ippocampo, migrano all’interno dello strato granulare e poi si 
differenziano in cellule granulari che possono integrarsi nei vari circuiti ippocampali. 
 Il fenomeno della neurogenesi è composto da almeno quattro fasi distinte: 
proliferazione cellulare, differenziamento, migrazione e sopravvivenza.  
 Una gran parte dei neuroni neoformati muore entro le prime due settimane 
(Cameron et al. 1993), ma particolari condizioni o l’esposizione a differenti sostanze, 
come gli ormoni steroidei, possono aumentarne o ridurne la soppravivenza: ad esempio, 
l’estradiolo è in grado di incrementare inizialmente, ma successivamente di sopprimere, la 
proliferazione cellulare nelle femmine di ratto adulte (Ormerod et al., 2003). Sempre 
l’estradiolo inoltre altera la sopravvivenza cellulare in maniera indipendente dalla 
proliferazione (Ormerod et al., 2004). Al contrario elevati livelli di corticosterone 
sopprimono sia la proliferazione che la sopravvivenza cellulare in ratti maschi adulti 
(Cameron e Gould, 1994). Ciò suggerisce che l’ultimo periodo della gravidanza e 
l’allattamento, che sono accompagnati da cambiamenti nei livelli di estradiolo e 
corticosterone, possano alterare la neurogenesi nell’ippocampo delle madri.  
 La maternità può essere inoltre interpretata come un periodo di arricchimento 
ambientale, dove l’arricchimento è costituito dalla presenza dei figli; questa forma di 
arricchimento può avere un ruolo nell’alterare la neurogenesi nel periodo successivo al 
parto, proprio come un ambiente arricchito è in grado di aumentare la neurogenesi nei 
maschi e nelle femmine di ratto (van Praag et al., 1999; Brown et al., 2003; Olson et al., 
2006).  
 I fattori che incidono sulla proliferazione cellulare possono agire sia sopprimendo 
che inducendo la mitosi nei neuroni precursori, mentre i fattori che incidono sulla 
sopravvivenza possono promuovere o compromettere il differenziamento e/o la 
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maturazione del neurone. Quindi il numero di nuovi neuroni può essere incrementato non 
solo attraverso un aumento della proliferazione, ma anche attraverso un aumento della 
sopravvivenza neuronale, due fenomeni che possono essere indipendenti tra loro. Per 
esempio, l’esposizione cronica alla fluoxetina aumenta la proliferazione cellulare ma non 
ha effetti sulla sopravvivenza (Malberg et al. 2000), mentre la stabulazione in un ambiente 
arricchito aumenta la sopravvivenza cellulare ma non ha effetti significativi sulla 
proliferazione (Olson et al. 2006). 
 La proliferazione cellulare può essere studiata usando analoghi esogeni della 
timidina, come la bromo-deossiuridina (BrdU), che ha la capacità di incorporarsi nel DNA 
delle cellule in divisione; attraverso l’uso di anticorpi specifici diretti contro la BrdU è 
possibile poi evidenziare le cellule nelle quali la molecola si è incorporata. Attraverso 
questa tecnica è stato possibile mettere in evidenza la neurogenesi anche nell’ippocampo 
umano. In questo caso la BrdU non è stata iniettata a scopo sperimentale ma, dal momento 
che è una molecola che si incorpora nel DNA delle cellule in proliferazione di tutto 
l’organismo, è stata utilizzata per monitorare la progressione dei tumori in soggetti affetti 
da carcinoma. Chiaramente, dal momento che ha la capacità di distribuirsi anche nel 
cervello, la BrdU ha rappresentato un ottimo marcatore per l’identificazione delle cellule 
in neurogenesi.  
 Nel 1998 Eriksson e collaboratori (Eriksson et al., 1998) dimostrarono per la prima 
volta che anche nell’ippocampo adulto era possibile mettere in evidenza cellule in 
neurogenesi, e questo fu effettuato grazie all’utilizzo sia della BrdU che di markers 
neuronali che presentavano una co-localizzazione a livello del giro dentato 
dell’ippocampo, dimostrando così la presenza del processo neurogenetico. 
 Una singola iniezione di BrdU seguita da perfusione 2 ore dopo permette di 
individuare i precursori che sintetizzano il DNA, mentre la perfusione dopo 24 ore, che 
corrispondono ad un completo ciclo cellulare, permette di rivelare le cellule figlie 
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(Cameron et al., 2001). Perfondere l’animale a partire da 25 ore dopo l’iniezione di BrdU 
permette di rivelare la sopravvivenza delle cellule figlie. La sopravvivenza può essere 
studiata usando marcatori neuronali endogeni come la doublecortin, che marca le cellule 
approssimativamente di 1-14 giorni, oppure marcando le cellule con BrdU e NeuN, che 
marca i neuroni maturi (Brown et al., 2003).  
 Un numero sempre crescente di studi sta cercando di fare luce sulle funzioni della 
neurogenesi nell’ippocampo adulto. Alcune teorie sostengono che la neurogenesi sia 
coinvolta in alcune forme di apprendimento e memoria ippocampo-dipendenti. Per 
esempio la compromissione della neurogenesi attraverso tecniche di ablazione ha fornito 
qualche prova che la riduzione di neurogenesi nell’adulto possa compromettere 
l’apprendimento contestuale, indebolire la memoria spaziale a lungo termine e danneggiare 
alcune forme di apprendimento spaziale (Shors et al., 2002; Winocur et al., 2006). Quindi 
la neurogenesi nell’adulto può avere nell’ippocampo numerose funzioni riguardo la 
memoria a lungo termine e il consolidamento di informazioni acquisite rapidamente 
(Pawluski et al. 2009). Tuttavia, nonostante il rapporto apparente tra neurogenesi e 
apprendimento ippocampo-dipendente, la formazione di un gran numero di nuovi neuroni 
non è necessariamente un fattore positivo. Nonostante esistano numerosi studi che hanno 
evidenziato correlazioni positive tra la neurogenesi nell’adulto e la memoria e 
l’apprendimeto (Nilsson et al., 1999; van Praag et al., 1999) ci sono altrettanti studi che 
dimostrano che un tasso troppo alto di neurogenesi a livello ippocampale sia dannoso per i 
camportamenti ippocampo-dipendenti. Per esempio l’epilessia stimola la neurogenesi 
nell’adulto (Jessberger et al., 2005) ma riduce anche le prestazioni nelle mansioni 
ippocampo-dipendenti (Lopes da Silva et al., 1986). Uno studio recente ha dimostrato che 
l’aumento della neurogenesi ippocampale idotto da epilessia compromette la capacità di 
riconoscimento di un oggetto (Jessberger et al., 2007). Quindi è probabile che ci sia un 
tasso ottimale di neurogenesi al di sopra o al di sotto del quale l’apprendimento e la 
Introduzione 
 63 
memoria vengono compromessi. Quest’idea è stata recentemente dimostrata da un modello 
teorico che dimostra che livelli molto alti di proliferazione cellulare destabilizzano 
l’attività neuronale dell’ippocampo causando interferenze nelle corrette funzioni del giro 
dentato (Butz et al. 2006). Una ragione per cui alti livelli di neurogenesi possono 
compromettere queste funzionalità è che i neuroni giovani sono altamente eccitabili 
(Schmidt-Hieber et al., 2004; Snyder et al., 2001) e in quanto tali possono creare 
interferenze rendendo difficile distinguere un segnale eccitatorio (Parsons et al., 2007). 
 Recenti studi hanno messo in evidenza una stretta correlazione tra le funzioni di 
alcuni steroidi neuroattivi durante il ciclo estrale e la neurogenesi (Galea et al., 2006; 
Tanapat et al., 1999). Per esempio alti livelli di estrogeni sono positivamente correlati con 
la proliferazione cellulare e sono negativamente correlati con la morte cellulare (Tanapat 
et al., 1999). Le femmine di ratto adulto hanno circa il 50% in più di nuove cellule e poche 
cellule picnotiche nel giro dentato dell’ippocampo durante il proestro, in cui i livelli di 
estrogeno sono molto alti, rispetto agli animali in diestro ed estro quando i livelli di 
estradiolo sono molto bassi (Tanapat et al. 1999). E’ importante sottolineare che 
l’aumento della neurogenesi osservato durante il proestro è transitorio, infatti non ci sono 
differenze nella sopravvivenza cellulare nelle femmine trattate con BrdU nelle diverse fasi 
del ciclo estrale (Tanapat et al., 1999). 
 Molti degli effetti fisiologici e comportamentali sono modulati dal progesterone i 
cui livelli variano durante il ciclo estrale raggiungendo il picco insieme all’estrogeno 
durante il proestro (Butcher et al., 1974). Il ruolo specifico del progesterone nella 
neurogenesi ippocampale non è molto chiaro, infatti sembrerebbe mediare gli effetti 
dell’estradiolo. Tanapat e i suoi colleghi (2005) hanno mostrato che la somministrazione di 
progesterone 48 ore dopo l’iniezione di 10 mg di estradiolo determina una riduzione della 
proliferazione cellulare indotta dall’estradiolo nell’ippocampo di ratte ovariectomizzate. 
Inoltre un’alta dose di estradiolo benzoato somministrato 3 giorni dopo ovariectomia, 
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quando ormai i livelli di estradiolo e progesterone sono molto bassi, non è in grado di 
determinare un aumento della neurogenesi (Pawluski et al., 2009). Questi due steroidi nel 
loro insieme suggeriscono che il progesterone può alterare in maniera significativa 
l’influenza dell’estrogeno nella neurogenesi (Pawluski et al., 2009). 
 L’influenza del progesterone da solo in vivo non è stata per il momento studiata. E’ 
stato osservato che in vitro può aumentare la proliferazione cellulare (Wong et al., 2005), 
ma ci sono delle ottime ragioni per pensare che anche il progesterone da solo possa 
influenzare la neurogenesi nell’ippocampo in vivo. Per esempio è stato trovato nello strato 
subgranulare dell’ippocampo l’mRNA che codifica per il recettore per il progesterone 
(Hagihara et al., 1992) e che i livelli di questo mRNA aumentano dopo trattamento con 
estradiolo ma diminuiscono con il progesterone (Guerra-Araiza et al., 2003). Sembra 
tuttavia ormai chiaro che entrambi, estrogeno e progesterone, abbiano un ruolo importante 
nel modulare la neurogenesi e la sopravvivenza cellulare nel giro dentato dell’ippocampo. 
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Materiali e metodi 
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Animali 
  
 Per gli esperimenti ho utilizzato femmine di ratti Sprague-Dowley CD (Charles 
Rivers, Como), con peso corporeo di circa 180-200 grammi, mantenuti con un ciclo luce-
buio di 12 ore, a temperatura (23±2°C) e umidità (65%) costanti, con la disponibilità ad 
libitum di acqua e cibo.  
 La fase specifica del ciclo estrale delle ratte è stata determinata attraverso l’analisi 
quotidiana degli strisci vaginali effettuati fra le ore 9:00 e le ore 10:00 per circa 2-3 
settimane. Il ciclo estrale delle ratte dura quattro giorni, ed esse presentano ogni giorno una 
fase diversa del ciclo; le fase vengono chiamate diestro 1, diestro 2, proestro ed estro. Per gli 
esperimenti sono state utilizzate solo le ratte che hanno mostrato un ciclo estrale regolare 
durante le 2-3 settimane. 
 Il giorno dell’accoppiamento un ratto maschio e una femmina sono stati stabulati 
nella stessa gabbia per un giorno; l’accoppiamento è stato verificato la mattina seguente in 
base alla presenza del tappo spermatico nella gabbia. Questo giorno è stato considerato il 
giorno 0 di gravidanza.  
 Dopo l’accoppiamento le femmine sono state separate dai maschi e sono state 
stabulate in gruppi di 4-5 per gabbia fino al giorno dell’utilizzo (gruppo gravide) o fino al 
giorno prima del parto (gruppo post-partum), queste ultime sono state poi stabulate in gabbie 
singole fino al giorno dell’utilizzo. Ad un altro gruppo di ratte sono stati tolti i cuccioli 7 
giorni dopo il parto e sono state lasciate nelle loro gabbie per altri 3, 7 o 14 giorni. Pertanto 
queste ratte sono state sacrificate 10, 14 o 21 giorni dopo il parto. Gli animali sono stati 
sacrificati al mattino fra le ore 9:00 e le ore 10:00 e durante l’estro per i controlli.  
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Trattamento farmacologico 
 
Trattamento con finasteride 
 La finasteride (25mg/kg) è stata sciolta con una miscela formata da 20% di etanolo 
assoluto e 80% di olio di mais ed è stata iniettata sottocute in un volume di 3ml/kg. Gli 
animali sono stati trattati per 6 giorni (dal giorno 12 al 18 di gravidanza) una volta al giorno 
(ore 10:00), e sacrificati 24 ore dopo l’ultima somministrazione del farmaco (giorno 19 di 
gravidanza). Gli animali di controllo hanno ricevuto la stessa dose di solvente. 
 
 
Trattamento con clomifene 
 Le pastiglie di clomifene (5mg/kg) sono state triturate e sciolte in alcune gocce di 
Tween-80 e portate a volume con H2O; sono state somministrate per os in un volume di 
3ml/kg. Gli animali di controllo hanno ricevuto la stessa quantità di solvente. Gli animali 
sono stati trattati per 3 giorni (dal giorno 15 al 18 di gravidanza), una volta al giorno (ore 
10:00), e sacrificati 24 ore dopo l’ultima somministrazione del farmaco (giorno 19 di 
gravidanza). 
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Western Blot 
 
 Il giorno dell’esperimento gli animali sono stati sacrificati e gli ippocampi sono stati 
rapidamente estratti dal cervello ed omogenati al polytron in 5 ml di SDS 2%. L’omogenato 
è stato aliquotato e le aliquote sono state conservate a -20°C. Prima di utilizzare i campioni è 
stata determinata la concentrazione delle proteine con il metodo di Lowry (Lowry et al., 
1951).  
 
 
Immunoblot 
 Le proteine, in aliquote da 20 µg, sono state denaturate per 5 minuti a 95°C in 
presenza di un buffer contenente SDS al 2% e β-mercaptoetanolo. 
 Successivamente sono state separate attraverso un gel di poliacrilammide-SDS al 
12% e trasferite elettroforeticamente in membrane di PVDF. Le membrane sono state 
saturate per 1 ora a temperatura ambiente con latte magro in polvere al 5% (W/V) sciolto in 
tampone TBS-T (20mM Tris; 37mM HCl; 0,1% di Tween 20). In seguito le membrane sono 
state incubate per tutta la notte a 4°C con l’anticorpo primario specifico per le proteine 
oggetto di studio: per il fattore neurotrofico BDNF e per la proteina Arc sono stati utilizzati 
rispettivamente un anticorpo primario di coniglio alla concentrazione 1:500 e uno di topo 
alla concentrazione 1:250 (Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA); per le proteine 
GluR1 e GluR2 sono stati utilizzati rispettivamente un’anticorpo primario di coniglio e uno 
di ratto entrambi alla concentrazione 1:1000 (Millipore, MA, USA). Come standard interno 
è stato considerato l’enzima gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH), misurato 
attraverso lo specifico anticorpo primario fatto in topo alla concentrazione 1:1000. Tutti gli 
anticorpi sono stati diluiti con tampone TBS-T contenente latte magro in polvere al 5%. La 
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mattina successiva, dopo alcuni lavaggi fatti con il tampone TBS-T, le membrane sono state 
incubate per un’ora a temperatura ambiente con l’anticorpo secondario specifico per le 
immunoglobuline di tipo G di coniglio o di topo coniugato alla perossidasi (entrambi diluiti 
1:10.000 in TBS-T + latte 5%, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.).  
 L’immunocomplesso è stato rilevato con il metodo della chemiluminescenza (ECL-
Plus Amersham, Little Chafont,Bucks, UK).  
 
 
Autoradiografia e analisi di immagine 
 Al termine della rilevazione dell’immunocomplesso, le bande relative alle varie 
proteine sono state visualizzate mediante uno strumento chiamato Gelians 600 (Perkin 
Elmer).  
 La variazione dell’espressione delle proteine è stata determinata misurando la densità 
ottica delle bande. Tale strumento è calibrato per individuare i valori saturati, in modo tale 
che tutte le misure risultino comprese in un intervallo lineare. I dati sono stati normalizzati 
dividendo la densità ottica di ciascuna banda specifica delle proteine BDNF, Arc, GluR1 e 
GluR2 per quella corrispondente della proteina GAPDH. Pertanto la quantità delle proteine 
è stata espressa in unità arbitrarie, e non ha consentito di determinare il valore assoluto delle 
concentrazioni delle proteine, bensì le sole variazioni percentuali dei singoli gruppi 
sperimentali rispetto a quelli di controllo. 
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Long Term Potentiation 
 
Fettine di ippocampo 
 Dopo anestesia tramite inalazione di cloroformio, l’animale è stato sacrificato 
mediante decapitazione e l’encefalo è stato rapidamente rimosso e immerso in una soluzione 
cerebrospinale artificiale ghiacciata aCSF contenente: NaCl 126 mM, KCl 3 mM, NaH2PO4 
1.25 mM, NaHCO3 26 mM, glucosio 10 mM, MgSO4 1 mM, CaCl2 2 mM, pH 7.3, saturata 
con 95% O2 / 5% CO2). Le fettine coronali ippocampali di 400 µm sono state tagliate 
mediante un vibratomo (VT 1200S, Leica) e incubate per 30 minuti a temperatura ambiente 
prima di iniziare le registrazioni elettrofisiologiche. 
 
 
Registrazioni elettrofisiologiche e induzione della LTP 
 Le fettine sono state trasferite in una camera di registrazione costantemente perfusa 
da aCSF con un flusso di circa 2ml/min a temperatura costante (34°C). Le registrazioni dei 
potenziali di campo sono state ottenute dai dendriti dei neuroni localizzati nel giro dentato 
dell’ippocampo in seguito alla stimolazione della via perforante, e sono state effettuate 
tramite un amplificatore Axoclamp-2B (Axon Instruments, Union City, CA). I 
microelettrodi utilizzati per le registrazioni di Field Potentials sono capillari di borosilicato 
(Sutter Instruments, Novato, CA, con filamento interno; OD 1.5 µm). Gli studi di Field 
Potential sono stati eseguiti per valutare se l’effetto dell’LTP potesse essere differente nei 
vari gruppi sperimentali. L’LTP è stata indotta applicando un treno di 100 stimolazioni ad 
una frequenza di 250 Hz.  
 Tutti i dati sono stati espressi come la media ± SEM (errore standard della media) 
degli ultimi 10 minuti dopo un ora dall’applicazione dello stimolo tetanico e la 
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significatività statistica è stata valutata mediante l’analisi della varianza (ANOVA), seguita 
dal t-test post hoc (l’analisi è stata eseguita con il programma Prism 5.0, GraphPad, San 
Diego, CA). Un valore di p<0.05 é stato considerato il limite di accettazione della 
significatività statistica.  
 
 
Registrazione delle correnti eccitatorie postsinaptiche in miniatura 
glutamatergiche (mEPSCs)  
 Le fettine di ippocampo sono state trasferite in una camera di registrazione 
costantemente perfusa con aCSF con un flusso di circa 2ml/min a temperatura ambiente. Le 
registrazioni elettrofisiologiche in modalità patch calmp whole cell sono state effettuate 
nelle cellule granulari del giro dentato utilizzando un amplificatore Axopatch 200-B (Axon 
Instruments, Union City, CA) e un microscopio a contrasto interferenziale. I microelettrodi 
utilizzati sono capillari di borosilicato (Sutter Instruments, Novato, CA, con filamento 
interno; OD 1.5 µm), sono stati preparati con un puller verticale (Sutter Instruments) e 
hanno una resistenza compresa tra i 4 e i 6 Mohm. Le correnti eccitatorie postsinaptiche in 
miniatura glutamatergiche spontanee sono state registrate al potenziale di -65mV, con una 
soluzione interna contenente 140mM CsCl, 2 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 10 mM EGTA, 10 
mM Hepes-CsOH (pH 7.3), 2 mM adenosina trifosfato e 5 mM QX-314 e una soluzione 
esterna composta da ACSF contenente 20 µM bicucullina methiodide e lidocaina (500 µM). 
La resistenza di accesso varia tra 20 e 40 Mohm; quando la resistenza è scesa al di sotto del 
20% durante un esperimento, la registrazione è stata scartata.  
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Impregnazione argentica di Golgi  
 
 I tessuti utilizzati per l’analisi della densità delle spine dendritiche sono stati colorati 
attraverso la tecnica dell’impregnazione cromoargentica di Golgi modificata da Del Rio 
Hortega.  
 Una fetta di cervello fresco appena prelevato dall’animale e tagliato allo spessore di 
1mm è stata immersa inizialmente in una soluzione fissativa composta da bicromato di 
potassio al 10% e cloralio idrato al 6% disciolti in H2O e miscelata in parti uguali ad una 
soluzione di paraformaldeide all’8%. Il tessuto è rimasto immerso in questa soluzione per 4 
giorni, e ogni giorno la soluzione è stata preparata fresca e sostituita. La fissazione è stata 
effettuata a temperatura ambiente e al buio, in quanto la soluzione è fotosensibile. Al quinto 
giorno il fissativo è stato eliminato, le fette sono state lavate brevemente con acqua distillata, 
e il tessuto è stato immerso in più soluzioni di nitrato d’argento a concentrazioni crescenti: 
0.25%, 0.5%, 0.75%, 0.1% e 1.5%. Il tessuto è rimasto immerso 5 minuti in ogni soluzione, 
dopo di che è stato lasciato per 3 giorni nella soluzione all’1.5%, al buio e a temperatura 
ambiente. 
 Come risultato è stata ottenuta la precipitazione selettiva di un sale, il cromato 
d’argento, che ha colorato di nero il corpo cellulare del neurone e tutti i suoi prolungamenti 
fino alle diramazioni più estreme. Caratteristica della reazione è la sua parzialità, per cui 
soltanto una bassa percentuale delle cellule ha assunto la colorazione bruna.  
 Il tessuto è stato quindi ripulito con l’utilizzo di un pennello dai cristalli di cromato 
d’argento ed è stato tagliato al vibratomo. Sono state fatte fettine dello spessore di 50 µm 
che sono state essiccate e disidratate mediante la scala degli alcoli e infine montate con un 
vetrino coprioggetto ed Eukitt. 
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Analisi e conta delle spine al microscopio  
 Le fettine sono state analizzate con un microscopio invertito in campo chiaro (Zeiss, 
Axio Observer Z.1). Le immagini sono state acquisite con una telecamera ad alta risoluzione 
(Zeiss Axiocam MR-m) e sono state analizzate per mezzo del computer e di un software per 
l’analisi delle immagini (Zeiss, AxioVision). Per la conta e l’identificazione delle spine sono 
state adottate le seguenti procedure: nell’immagine intera dell’ippocampo sono stati scelti i 
neuroni ben separati dagli altri, in cui era possibile seguire i processi che partono dal corpo 
cellulare che si trova nello strato granulare del giro dentato dell’ippocampo e che penetrano 
fino alla porzione distale dello strato molecolare dell’ippocampo. Il neurone è stato acquisito 
ad un ingrandimento di 640X (obiettivo 40X con NA=1.6 ad immersione in olio e 16X 
ingrandimento della lente posta all’uscita della telecamera).  
Le spine sono state analizzate e contate solo nei bracci di 3° e 4° grado, quindi nei 
dendriti posti nella parte più distale dello strato molecolare [Fig.15]. 
 
Ramificazione dendritica di 
3° e 4° grado 
Fig.15 
Immagine di una cellula granulare del giro dentato dell’ippocampo colorata con il 
metodo dell’impregnazione argentica del Golgi. E’ mostrata in dettaglio la 
ramificazione di 3° e 4° grado dell’albero dendritico. L’immagine è ingrandita 640X 
(obiettivo 40X NA=1.3; lente posta all’uscita della telecamera 16X) 
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Le spine sono state acquisite ad un ingrandimento 1600X (100X obiettivo con 
NA=1.3 ad immersione in olio e 16X la lente posta all’uscita della telecamera). 
 L’analisi delle spine dendritiche è stata fatta contando le spine totali che compaiono 
in un unico piano focale. Le spine sono state inoltre analizzate con un’acquisizione lungo 
l’asse z per verificare più in dettaglio se ognuna possedesse almeno una testa nella parte 
apicale. Sono state considerate spine tutte le protrusioni dei dendriti che terminano con una 
piccola testa. Le spine non sono state differenziate in base alla loro forma, ma è stata presa 
in considerazione la percentuale di filopodi presenti. I filopodi sono protrusioni lunghe e 
sottili che terminano senza testa. Tutte le spine sono state analizzate su porzioni di dendriti 
lunghi almeno 10 µm. Sono stati analizzati 7 animali per gruppo sperimentale e per ogni 
animale sono state analizzate circa 40 porzioni di dendriti. 
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Neurogenesi 
La tecnica da me utilizzata per lo studio della neurogenesi nell’adulto è quella che utilizza la 
molecola EdU (5-ethinil-2’-deoxiuridine) [Fig.16]. 
 
 L’EdU è una molecola analoga alla timina, per cui può essere incorporata nel DNA 
al posto della timina durante la replicazione, quindi durante la fase S del ciclo di divisione 
cellulare [Fig.17]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.16  
A) Formula di struttura del EdU (5-ethinil-2’-deoxiuridina);  
B) Formula di struttura della timina 
Sito di 
riconoscimento del 
composto Click-IT 
fluorescente 
Fig.17 
La molecola EdU è in grado di integrarsi nel 
DNA neoformato al posto della timidina. 
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Per questo motivo l’EdU può essere utilizzato come marker per individuare le cellule 
di nuova proliferazione. 
 
 
Trattamento con EdU 
 Il composto EdU (200 mg/kg, Invitrogen) è stato sciolto con soluzione fisiologica e 
tween-80 e in seguito iniettato in peritoneo. Gli animali sono stati trattati una volta sola 24 
ore prima del sacrificio: i controlli sono stati trattati il giorno del proestro, le ratte gravide il 
20° giorno di gravidanza, le ratte post-partum 1 e 20 giorni dopo il parto; infine sono state 
sacrificate anche le mamme private dei cuccioli dopo 7 giorni dal parto.  
 
 
Preparazione del tessuto 
 Prima di essere sacrificate le ratte sono state anestetizzate profondamente con 
equithesin (3 ml/Kg, costituito da una miscela di 1g di pentobarbital sodico, 4.251g di 
cloralio idrato, 2.125g MgSO4, 12 ml EtOH, 43.6 ml di glicole e acqua distillata fino ad 
arrivare ad un volume di 100 ml). I tessuti sono stati quindi fissati con paraformaldeide 4% 
(w/v) disciolta in tampone fosfato 0,1M (costituito da NaH2PO4 e Na2HPO4, pH 7,4) tramite 
perfusione intracardiaca: al ratto è stato aperto il torace ed è stato praticato un taglio 
nell’atrio destro per permettere la fuoriuscita del sangue e dei tamponi, è stato infilato l’ago 
nel ventricolo sinistro sino ad arrivare all’aorta ascendente, ed è cominciata la perfusione, 
inizialmente con tampone fosfato (circa 100 ml) per eliminare il sangue dai tessuti. Dopo 
aver perfuso il tampone fosfato, senza interrompere mai il flusso, è stata iniettata la 
paraformaldeide (circa 250 ml). Infine è stato prelevato il cervello dell’animale e questo è 
stato postfissato immergendolo per 4 ore a 4°C in paraformaldeide. Successivamente il 
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tessuto è stato immerso per una notte in una soluzione di tampone saccarosio al 20%, quindi 
è stato conservato in tampone fosfato e saccarosio al 30% sino al giorno del taglio. Questo 
passaggio ha permesso l’eliminazione della paraformaldeide in eccesso ed inoltre ha protetto 
il tessuto dalla formazione di ghiaccio durante la conservazione delle fettine a -20°C. 
 Il cervello è stato poi tagliato mediante un vibratomo. Sono state tagliate fette 
sagittali di 50 µm di spessore, che sono state deposte singolarmente nei pozzetti di una 
piastra multiwells ed utilizzate per la reazione di immunoistochimica.  
 
 
Immunoistochimica 
 Il giorno dell’esperimento le fettine sono state lavate con tampone PBS (10 mM di 
Na2HPO4, 140mM di NaCl, 2 mM KH2PO4 3 mM KCl) e incubate per 1h con tampone PBS 
più Triton X-100 allo 0.2% (PBS-T) in modo da permeabilizzare le membrane cellulari. 
Successivamente sono state incubate con PBS + 5% di sieroalbumina bovina per 1 ora in 
modo da bloccare i siti immunoreattivi non specifici. Le fettine sono state quindi incubate 
per 30 minuti con la soluzione di Click-IT (Invitrogen). Trascorso questo tempo le fettine 
sono state lavate per 3 volte con tampone PBS-T + siero albumina bovina al 5% in modo da 
eliminare la soluzione di Click-IT in eccesso.  
 Per poter localizzare nel giro dentato dell’ippocampo le cellule marcate con EdU, 
tutti i neuroni sono stati marcati con il colorante Hoechst 33342. Pertanto le fettine sono 
stare incubate per 30 minuti con una soluzione di 3 ng/ml di Hoechst 33342 preparata in 
PBS-T. Questo composto si lega alla timidina ed adenina del DNA, per cui è in gado di 
marcare i nuclei di tutte le cellule; inoltre è un composto fluorescente, e può essere 
visualizzato con un microscopio a fluorescenza. 
 Al termine dell’incubazione, le fettine sono state lavate con tampone PBS, distese nel 
vetrino portaoggetto ed è stato montato il vetrino coprioggetto con una goccia di glicerolo. 
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Analisi delle immagini al microscopio confocale e conta delle cellule marcate 
 Le fettine sono state visualizzate al microscopio confocale (Leica TCS SP5X 
AOBS). Le immagini acquisite sono state analizzate mediante un programma per l’analisi 
delle immagini (Leica Application Suite). Tutte le immagini sono state acquisite con un 
obiettivo 40X (NA= 1.3). 
 Le cellule di nuova formazione sono state visualizzate in verde, in quanto il 
fluorocromo associato al complesso dell’Edu è Alexa Fuor 488, che viene eccitato alla 
lunghezza d’onda di 488nm e presenta un emissione massima a 520nm.  
 Tutti i neuroni della fettina invece sono stati visualizzati in blu, in quanto l’Hoechst 
33342 viene eccitato a 360nm ed emette in misura ottimale a 470nm. 
 Le immagini acquisite separatamente per ciascuno dei due fluorocromi sono state poi 
sovrapposte, in modo da poter localizzare le cellule in proliferazione esclusivamente in 
corrispondenza dello strato subgranulare del giro dentato dell’ippocampo, scartando tutte 
quelle che eventualmente si trovano nel resto della fettina.  
 Per la conta delle cellule marcate è stato utilizzato il principio di Cavalieri: il tessuto 
è stato tagliato interamente ma è stata processata solo una fetta ogni 10; nelle immagini 
acquisite è stato contornato il giro dentato in modo da definire l’area che, riferita allo 
spessore della porzione analizzata (50 µm), ha permesso di calcolarne il volume; infine sono 
state contate tutte le cellule marcate con BrdU nelle fette di tessuto analizzate. Il numero 
totale di cellule in neurogenesi presenti all’interno dell’intero tessuto è stato quindi ottenuto 
attraverso la seguente equazione: 
N = 1/ssf x 1/asf x 1/hsf x ΣC 
in cui: 
• ssf (section sampling fraction) rappresenta la frazione delle fettine di tessuto analizzate; 
• asf (area sampling fraction) rappresenta l’area della sezione della fettina analizzata; 
• hsf (height sampling fraction) rappresenta lo spessore della fettina; 
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• ΣC rappresenta la somma delle cellule marcate contate in tutte le fettine analizzate. 
In questo modo è stato possibile ottenere il numero di cellule marcate con EdU/mm3 di 
tessuto.  
 
 
Analisi statistica 
 
 Gli esperimenti sono stati effettuati su almeno 7 animali diversi per gruppo 
sperimentale. 
 I dati sono espressi come la media ± SEM e sono stati analizzati mediante l’analisi 
della varianza (ANOVA). La comparazione multipla delle medie è stata fatta utilizzando il 
test “post hoc” seguito dallo scheffè.    
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Determinazione dei livelli di BDNF durante la 
gravidanza e dopo il parto 
 Nella mia tesi ho voluto studiare i livelli di espressione della proteina BDNF 
nell’ippocampo di ratto durante la gravidanza (15, 19, 21 giorni), durante l’allattamento (2, 7, 
10, 14, 21, giorni dopo il parto) e dopo lo svezzamento dei cuccioli (28 e 42 giorni il parto). 
Inoltre ho voluto studiare l’espressione di questa proteina anche in un gruppo di animali a cui 
sono stati tolti i piccoli 7 giorni dopo il parto e sacrificate dopo 3, 7, 14 giorni, quindi 10, 14 e 
21 dopo giorni il parto. Tutti i risultati ottenuti sono stati comparati a quelli delle femmine 
nullipare in estro. 
 L’espressione di questa proteina è stata esaminata per mezzo del Western Blot usando 
un anticorpo specifico che riconosce un epitopo presente in una porzione interna alla proteina 
BDNF. Inizialmente è stata valutata, mediante la tecnica del Western Blot, la selettività di 
questo anticorpo verso queste 2 proteine [Fig.18]. 
 L’anticorpo utilizzato è in grado di marcare diverse bande: la più pesante, la cui massa è 
stata stimata in 32 kDa, corrisponde a quella del proBDNF, e quella più leggera è di 14 kDa e 
corrisponde alla proteina BDNF matura. Fra queste due bande ne compaiono altre  (28, 20, 16 
kDa,) che corrispondono a dei clivaggi intermedi del proBDNF [Fig.18A]. Per il mio studio ho 
analizzato solo le bande corrispondenti al BDNF. La specificità dell’anticorpo è stata studiata 
depositando in un pozzetto del gel la proteina purificata di BDNF. In questo caso è stata 
osservata una sola banda corrispondente a 16 kDa [Fig.18B]. Nessuna immunoreattività è stata 
associata nella colonna corrispondente all’incubazione della membrana con l’anticorpo 
primario preincubato con il frammento di peptide usato come antigene [Fig. 18C].  
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 Come mostra la figura 19, la gravidanza non modifica i livelli di espressione del BDNF 
nell’ippocampo, infatti i livelli di questa proteina risultano significativamente aumentati solo al 
termine della gravidanza (21° giorno) proprio in prossimità del parto e rimangono elevati, 
rispetto alle ratte in estro, anche per tutto il periodo dell’allattamento, per tornare ai livelli 
basali 28 giorni dopo il parto [Figg.19 A e B]. 
Fig.18 
Analisi mediante la tecnica del Western Blot sulla specificità dell’anticorpo per la 
proteina BDNF. 
Frazioni di 20 µg di proteina di ippocampo di ratto sono state separate mediante 
elettroforesi su gel SDS-poliacrilammide al 15%. 
L’analisi per l’immunoblot è stata determinata mediante un anticorpo specifico per la 
proteina BDNF. 
• La colonna A rappresenta la reazione anticorpale completa; 
• Nella colonna B è stato caricato 1 µg di proteina BDNF e poi incubato con entrambi 
gli anticorpi I e II; 
• Nella colonna C è stato preincubato con un frammento di BDNF usato per 
immunizzare il coniglio. 
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Fig.19 
La gravidanza e le cure materne aumentano i livelli di BDNF nell’ippocampo di ratto. 
Gli animali sono stati sacrificati a diversi stadi di gravidanza e dopo il parto. 
A) Nell’ippocampo i livelli del BDNF aumentano significativamente tra le 6 e le 12 ore 
prima del parto rispetto alla quantità rilevata nei precedenti 19 giorni di gravidanza. 
Questi valori risultano alti anche durante le prime 3 settimane dopo il parto e tornano ai 
valori basali circa 30 giorni dopo il parto. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina BDNF e GAPDH usata 
come standard interno. 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ± SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro 
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 I livelli di BDNF diminuiscono invece nelle madri a cui sono stati sottratti i cuccioli, e 
precisamente in quelle sacrificate dopo 7 giorni, i cui livelli ritornano simili a quelli degli 
animali in estro, e in quelle sacrificate dopo 14 giorni i cui livelli si riducono ulteriormente e 
risultano essere significativamente più bassi rispetto agli animali in estro. I livelli di BDNF non 
subiscono variazioni negli animali sacrificati 3 giorni dopo la sottrazione della cucciolata 
[Figg.20 A e B]. 
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Fig.20 
A) La separazione dai cuccioli induce una marcata riduzione di BDNF dopo 7 e 14 
giorni dalla loro sottrazione, la cui quantità scende al di sotto dei valori di controllo. I 
livelli di BDNF tornano alla norma solo 40 giorni dopo il parto. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina BDNF e GAPDH usata 
come standard interno. 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ± SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro; §P<0.05 vs rispettivo gruppo post partum. 
* 
* 
* * 
§ §* 
B 
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Determinazione dei livelli della proteina Arc durante la 
gravidanza e dopo il parto 
 
 Ci sono evidenze in letteratura che dimostrano che variazioni nei livelli di espressione 
del BDNF sono accompagnati da variazioni nei livelli di espressione della proteina Arc. Perciò 
per testare questa ipotesi ho studiato i livelli di espressione della proteina Arc nell’ippocampo 
di ratto negli stessi gruppi sperimentali considerati per la proteina BDNF, e cioè durante la 
gravidanza (15, 19, 21 giorni), l’allattamento (2, 7, 10, 14, 21 giorni dopo il parto), dopo lo 
svezzamento dei cuccioli (28 e 42 giorni il parto) e in un gruppo di mamme a cui sono stati 
tolti i cuccioli 7 giorni dopo il parto e sacrificate dopo 3, 7, 14 giorni, cioè 10, 14 e 21 giorni 
dopo il parto. Tutti i risultati ottenuti sono stati comparati a quelli delle femmine nullipare in 
estro. Per questo studio è stata usata la tecnica del Western Blot e un anticorpo diretto contro la 
proteina Arc, che riconosce un epitopo nel frammento carbossiterminale 1-300 dell’intera 
proteina. 
 L’anticorpo è in grado di riconoscere una singola banda proteica la cui massa 
molecolare è di 55 kDa, corrispondente perfettamente a quella della proteina Arc [Fig.21A].  
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 Anche in questo caso la massima immunoreattività è stata associata nella colonna 
corrispondente all’incubazione della membrana con l’anticorpo primario preincubato con 
l’antigene [Fig.21B]. 
 Nell’ippocampo i livelli di proteina Arc non variano nei primi 19 giorni di gravidanza. 
Parallelamente a quanto osservato per il BDNF, la proteina Arc aumenta significativamente 
immediatamente prima del parto, continua ad aumentare a 2-7 giorni dopo il parto e rimane 
elevata per tutto il periodo dell’allattamento fino al 21° giorno dopo il parto [Figg.22 A e B].  
Fig.21 
Analisi mediante la tecnica del Western Blot sulla specificità dell’anticorpo per la 
proteina Arc. 
Una frazione di 20 ug di proteina di ippocampo di ratto è stata separata mediante 
elettroforesi su gel SDS-poliacrilammide al 15%. 
L’analisi per l’immunoblot è stata determinata mediante un anticorpo specifico per 
la proteina Arc. 
• La colonna A rappresenta la reazione anticorpale completa; 
• Nella colonna B l’anticorpo I è stato preincubato con un frammento della proteina 
Arc usato per immunizzare il topo. 
      Arc (55kDa) 
Risultati 
 88 
 
Fig.22 
La gravidanza e le cure materne aumentano i livelli di proteina Arc nell’ippocampo di 
ratto. Gli animali sono stati sacrificati a diversi stadi di gravidanza e dopo il parto. E’ 
stato preso in esame anche il gruppo a cui sono stati tolti i cuccioli dopo 3, 7 e 14 
giorni dal parto. 
A) Nell’ippocampo i livelli della proteina Arc aumentano significativamente tra le 6 
e le 12 ore prima del parto rispetto alla quantità rilevata nei precedenti 19 giorni 
di gravidanza. Questi valori risultano alti anche durante le prime 3 settimane 
dopo il parto e tornano ai valori basali 28 giorni dopo il parto. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina Arc e GAPDH usata 
come standard interno. 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ±SEM di 
10 animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro 
B 
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 I livelli di questa proteina rimangono significativamente elevati negli animali privati dei 
cuccioli 3 giorni dopo il parto, ma diminuiscono negli animali privati dei cuccioli 7 giorni dopo 
il parto raggiungendo livelli simili agli animali di controllo; i livelli si riducono ulteriormente 
nel gruppo di animali privato dei cuccioli per 14 giorni [Fig.23 A eB]. 
 
Fig.23 
A) La separazione dai cuccioli induce una marcata riduzione della proteina Arc dopo 
7 e 14 giorni dalla loro sottrazione, la cui quantità scende al di sotto dei valori di 
controllo. I livelli di proteina Arc tornano alla norma solo 35 giorni dopo la 
separazione. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina Arc e GAPDH usata 
come standard interno. 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ±SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro; §P<0.05 vs rispettivo gruppo post partum. 
A 
B 
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Determinazione dei livelli di BDNF e Arc negli animali 
trattati con finasteride e clomifene 
 
 Per verificare se l’effetto osservato nei livelli di espressione della proteina BDNF 
durante la gravidanza e dopo il parto fossero dovute ai metaboliti del progesterone e 
dell’estrogeno, gli animali sono stati trattati per 6 giorni con finasteride (dal 15° al 19° giorno 
di gravidanza) o per 3 giorni con clomifene (dal 16° al 19° giorno). I risultati ottenuti mostrano 
che il trattamento con finasteride o clomifene non è in grado di bloccare le variazioni dei livelli 
di BDNF e Arc nell’ippocampo di ratto, immediatamente prima o dopo il parto [Fig.24 A e B]. 
  
Fig.24  
Rappresentazione grafica della determinazione semiquantitativa dei livelli di espressione 
delle proteine BDNF (A) e Arc (B) nell’ippocampo di ratto ottenute dalle analisi delle 
immagini attraverso il Western Blot. 
Gli animali sono stati trattati per 6 giorni (dal 12 al 18 giorno di gravidanza) con 
finasteride (25mg/kg) o per 3 giorni (dal 15 ql 18 giorno di gravidanza) con clomifene 
(5mg/kg). 
Gli animali sono stati sacrificati al 21 giorno di gravidanza o 2 giorni dopo il parto. 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ±SEM di 8 
animali per gruppo sperimentale. *p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro. 
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La Long Term Potentiation durante la gravidanza e 
dopo il parto 
 
 Nel giro dentato dell’ippocampo di ratto abbiamo osservato un significativo 
potenziamento sinaptico a lungo termine alla fine della gravidanza (21° giorno), e l’effetto si 
mantiene durante le prime 3 settimane dopo il parto [fig. 25 A e B]; questo effetto viene 
revertito dalla separazione della prole per 14 giorni. 
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Fig.25 B  
I risultati sono espressi come percentuale della pendenza dei potenziali eccitatori 
postsinaptici di campo (fEPSP) rispetto ai controlli e sono le medie ± S.E.M dei valori 
ottenuti da almeno 9 animali per ogni gruppo sperimentale.  
*P<0.05 vs Estro;  §P<0.05 vs pp21. 
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Determinazione dei livelli delle proteina GluR1 e 
GluR2 durante la gravidanza e dopo il parto  
 
 I recettori per il glutammato vengono classificati in ionotropici e metabotropici, e questi 
a loro volta vengono suddivisi in base al loro agonista preferenziale (NMDA, AMPA o acido 
kainico). Esistono 4 tipi di subunità diverse che possono costituire il recettore AMPA (GluR1, 
GluR2, GluR3 e GluR4), e la combinazione tetramerica o pentamerica di queste subunità, che 
possono formare complessi sia omomerici che eteromerici, contribuisce alla diversità 
funzionale del recettore. I recettori AMPA sono permeabili al Na+ e al K+, tuttavia è stato 
dimostrato che alcuni di questi recettori possono essere permeabili anche al Ca2+, come nel 
caso dei recettori omomerici costituiti dalle subunità GluR1, GluR3 e GluR4, mentre i recettori 
omomerici costituiti dalla subunità GluR2 sono impermeabili al Ca2+; infine nei recettori 
eteromerici la presenza o meno della subunità GluR2 risulta decisiva per la permeabilità del 
recettore al Ca2+, probabilmente perchè questa subunità presenta caratteristiche strutturali che 
bloccano il passaggio dello ione attraverso il recettore (Seeburg, 1993; Hollmann e 
Heinemann, 1994; Jonas e Burnashev, 1995).  
 Per poter approfondire lo studio sulle correnti eccitatorie postsinaptiche in miniatura 
glutamatergiche ho valutato l’espressione di 2 sottotipi del recettore AMPA per il glutamato, 
GluR1 e GluR2, nelle ratte durante la gravidanza (15, 19, 21 giorni), l’allattamento (2, 7, 10, 
14, 21 giorni dopo il parto), dopo lo svezzamento dei cuccioli (28 e 42 giorni il parto) e in un 
gruppo di mamme a cui sono stati tolti i cuccioli 7 giorni dopo il parto e sacrificate dopo 3, 7, 
14 giorni, cioè 10, 14 e 21 giorni dopo il parto 
L’anticorpo utilizzato contro la proteina GluR1 è in grado di riconoscere una singola 
banda proteica la cui massa molecolare è di circa 110 kDa, corrispondente a quella della 
proteina GluR1 [Fig.26]. 
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Nell’ippocampo di ratto i livelli della proteina GluR1 aumentano significativamente 
rispetto alle ratte in estro in prossimità del parto ma tornano ai livelli basali immediatamente 
dopo; durante il periodo dell’allattamento invece i valori aumentano nuovamente in modo 
significativo e tornano definitivamente ai livelli basali 4 settimane dopo il parto [figg.27 A e 
B]. La sottrazione dei cuccioli 7 giorni dopo il parto induce blande riduzioni non significative 
rispetto ai rispettivi controlli post partum, e solo la sottrazione dei cuccioli per 14 giorni riporta 
i valori ai livelli basali [figg.28 Ae B].  
 
Fig. 26 
Analisi mediante la tecnica del Western Blot sulla specificità dell’anticorpo per la 
proteina GluR1. 
Una frazione di 20 ug di proteina di ippocampo di ratto è stata separata mediante 
elettroforesi su gel SDS-poliacrilammide al 15%. 
L’analisi per l’immunoblot è stata determinata mediante un anticorpo specifico per la 
proteina GluR1. 
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Fig. 27 
A) Variazione nell’espressione della proteina GluR1 nell’ippocampo di ratto durante la   
gravidanza e il post partum. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina GluR1 e GAPDH usata 
come standard interno 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ± SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro 
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Fig. 28 
A) Variazione nell’espressione della proteina GluR1 nell’ippocampo di ratto nelle 
mamme private dei cuccioli 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina GluR1 e GAPDH usata 
come standard interno 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ± SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro. 
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L’anticorpo utilizzato contro la proteina GluR2 è in grado di riconoscere una singola 
banda proteica la cui massa molecolare è di 102 kDa, corrispondente perfettamente a quella 
della proteina GluR2 [Fig.29]. 
 
 Nell’ippocampo di ratto l’espressione della proteina GluR2 aumenta drasticamente 
immediatamente prima del parto, ma 2 giorni dopo il parto i valori tornano ai livelli basali 
dell’estro. Durante le 3 settimane di allattamento è stata riscontrata una riduzione significativa 
nell’espressione della proteina GluR2 rispetto all’estro, e i valori sono tornati definitivamente 
ai livelli basali 4 settimane dopo il parto [figg.30 A e B]. La sottrazione dei cuccioli incrementa 
ulteriormente la riduzione dei livelli della proteina GluR2 rispetto ai controlli [figg.31 A e B]. 
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Fig. 29 
Analisi mediante la tecnica del Western Blot sulla specificità dell’anticorpo per la 
proteina GluR2. 
Una frazione di 20 ug di proteina di ippocampo di ratto è stata separata mediante 
elettroforesi su gel SDS-poliacrilammide al 15%. 
L’analisi per l’immunoblot è stata determinata mediante un anticorpo specifico per la 
proteina GluR2. 
Risultati 
 98 
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Fig. 30 
A) Variazione nell’espressione della proteina GluR2 nell’ippocampo di ratto durante 
la gravidanza. 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina GluR2 e GAPDH usata 
come standard interno 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ±SEM di 
10 animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro 
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Fig. 31 
A) Effetto della separazione dai cuccioli sull'espressione della proteina GluR2 
B) Immagini rappresentative del Western Blot per la proteina GluR2 e GAPDH usata 
come standard interno 
Le immagini sono espresse in percentuale rispetto ai controlli e sono medie ±SEM di 10 
animali per gruppo sperimentale.  
*p<0.05; **p<0.001 verso il gruppo in estro; §P<0.05 vs rispettivo gruppo post partum. 
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Cambiamenti nelle correnti eccitatorie postsinaptiche 
in miniatura glutamatergiche (mEPSCs) nelle cellule 
granulari del giro dentato durante la gravidanza e dopo 
il parto 
 
 La frequenza delle correnti eccitatorie postsinaptiche in miniatura (mEPSCs) 
glutamatergiche nelle cellule granulari del giro dentato del ratto, misurate attraverso la tecnica 
del patch clamp in modalità whole cell, aumenta marcatamente al termine della gravidanza e 
dopo il parto in confronto alle ratte in fase di estro [fig.32]. In particolare al 19° giorno di 
gravidanza l’incremento è pari al 162% e al 21° raggiunge il 542%, mentre 7 giorni dopo il 
parto la frequenza è ancora incrementata per un valore pari al 197%. Solo 21 giorni dopo il 
parto l’effetto non è più significativo (+21%). Questi dati suggeriscono che durante la 
gravidanza e dopo il parto la probabilità di rilascio presinaptico del glutamato risulta 
incrementata. L’ampiezza e il decay time delle mEPSCs non subiscono variazioni significative 
e ciò indica che la funzione dei recettori postsinaptici per il glutamato non viene alterata 
durante la gravidanza e dopo il parto. 
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Fig. 32  
I risultati dell’istogramma sono espressi come medie ± SEM dei valori assoluti della 
frequenza (Hz), ampiezza (pA) e decay time (ms) delle mEPSC registrate da cellule 
granulari dei diversi gruppi sperimentali.   
*P< 0.05; **P<0.001 vs estro. 
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 Le spine dendritiche durante la gravidanza e dopo il 
parto 
 
 Data l’importanza delle cure materne nel modulare la plasticità cerebrale ho voluto 
studiare lo sviluppo delle spine dendritiche durante la gravidanza (15, 19 e 21 giorni), dopo il 
parto (2, 7, 10, 14 e 21 giorni), dopo lo svezzamento dei cuccioli (28 e 42 giorni il parto) e nel 
gruppo di animali privato della cucciolata 7 giorni dopo il parto e sacrificati 3, 7 e 14 giorni 
dopo la separazione. 
 Durante la gravidanza la densità delle spine dendritiche totali nello strato molecolare 
dell’ippocampo aumenta gradualmente, ma solo al 21° giorno di gravidanza l’aumento è 
significativo rispetto al gruppo delle ratte in estro [figg. 33, 34]. Questi valori risultano 
aumentati anche durante le prime 3 settimane dopo il parto, cioè per tutto il periodo 
dell’allattamento, e tornano ai valori basali solo 4 settimane dopo il parto, ossia dopo lo 
svezzamento. 
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Fig. 33  
Densità delle spine dendritiche durante la gravidanza e dopo il parto.  
La densità delle spine dendritiche è stata calcolata come numero di spine presenti in 
unità di 10 µm di dendrite, i valori corrispondono alle medie ± S.E.M dei valori ottenuti 
da almeno 15 segmenti per animale (5 animali per ogni gruppo sperimentale).  
*P<0.05; **P<0.001 vs estro.  
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Fig. 34 
Immagini rappresentative della densità delle spine dendritiche durante la gravidanza e 
dopo il parto. Le immagini sono state acquisite con un obiettivo 100X (NA=1.3). 
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 Al contrario la sottrazione improvvisa dei cuccioli determina una riduzione del numero 
totale di spine ed un aumento della percentuale dei filopodi nei confronti delle spine attive 
[Figg.35-37 e Tab.1]. 
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Fig. 35  
La separazione induce una riduzione della densità delle spine dendritiche.  
*P<0.05; **P<0.001 vs estro.  
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Fig. 36 
Immagini rappresentative della densità delle spine dendritiche nelle madri private dei 
propri cuccioli. Le immagini sono state acquisite con un obiettivo 100X (NA=1.3). 
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 Nel mio studio ho fatto inoltre una distinzione tra le spine attive e i filopodi, che 
costituscono una tipologia di spina non funzionante al momento del sacrificio dell’animale, e i 
dati ottenuti hanno mostrato che al termine della gravidanza e durante l’allattamento, oltre ad 
una aumento del numero totale di spine, si osserva anche un aumento significativo della 
percentuale di spine attive rispetto ai filopodi [tab.1].  
 
Gruppi N spine/10µm % spine % filopodi 
estro 4,88 ± 5,3 84,13 15,87 
gravide 15 gg  6,66 ± 6,2 81,91 18,09 
gravide 19 gg  7,66 ± 4,6 89,58 10,42 
gravide 21 gg 15,84 ± 5,7** 91,08** 8,92** 
post partum 2 gg 17,22 ± 3,9** 91,14** 8,86** 
post partum 7 gg 15,63 ± 6,3** 91,9** 8,1** 
post partum 10 gg 
senza cuccioli da 3 gg 9,31 ± 5,4 86,87 13,12 
post partum 14 gg 
senza cuccioli da 7 gg 7,38 ± 6,8 84,57 15,42 
post partum 21 gg 11,74 ± 3,7 93,21 6,79 
post partum 21 gg 
      
senza cuccioli da 14 gg 6,71 ± 4,4* 78,19* 21,81* 
Tab. 1 
I valori indicano la densità delle spine dendritiche per ogni gruppo sperimentale e la 
percentuale di spine attive e filopodi. La sottrazione dei cuccioli per 14 giorni provoca 
un aumento significativo della percentuale dei filopodi rispetto alle spine 
funzionalmente attive.  p < 0.05; **p < 0.01 vs estro 
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Proliferazione cellulare nel giro dentato 
dell’ippocampo di ratto durante la gravidanza e dopo il 
parto 
 
 Nel mio studio ho voluto valutare la proliferazione cellulare nel giro dentato 
dell’ippocampo al 21° giorno di gravidanza, 2 e 21 giorni dopo il parto e in un gruppo di 
mamme sacrificate 21 giorni dopo il parto ma private della cucciolata 14 giorni prima. 
 Per marcare le cellule di nuova formazione ho utilizzato un kit commerciale della ditta 
Invitrogen che si basa sull’utilizzo di una molecola chiamata EdU, un analogo della timidina 
che si intercala nel DNA durante la replicazione cellulare, e di un sistema rivelatore chiamato 
Click-IT. Queste cellule sono visualizzate in colore verde. Tutti i neuroni invece sono stati 
marcati con Hoechst 33342 e sono stati visualizzati in blu. 
 I risultati ottenuti hanno mostrato che al termine della gravidanza la proliferazione 
cellulare aumenta in modo significativo rispetto agli animali in estro. Al contrario, dopo il 
parto si ha una diminuzione significativa della proliferazione. Nel gruppo di ratte private della 
loro cucciolata la proliferazione cellulare non sembra essere modificata in maniera significativa 
rispetto agli animali in estro [Figg.37,38]. 
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Fig. 37 
Tabella che mostra la determinazione quantitativa delle cellule marcate con EdU/mm2. 
I risulati rappresentano la media ± S.E.M. dei valori di almeno 7 animali per gruppo 
sperimentale.  Sono state analizzate 20 fettine per animale. 
I risultati sono espressi come numero di cellule/mm3.  
* P < 0.05 vs Estro; § P < 0.05 vs 21gg post partum 
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Fig. 38 
La proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo aumenta al termine della 
gravidanza e si riduce dopo il parto.  
Colonna A) marcatura con EdU/Alexa Fluor 488 delle cellule granulari della zona 
subventricolare del giro dentato di nuova formazione; 
Colonna B) marcatura con Hoechst 33342 delle cellule granulari del giro dentato;  
Colonna C) sovrapposizione delle immagini ottenute marcando le cellule in 
proliferazione (verde) e tutti i neuroni (blu). In questo modo è stato 
possibile localizzare le cellule in poliferazione nello strato subgranulare del 
giro dentato dell’ippocampo. 
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 I risultati da me ottenuti hanno mostrato che durante la gravidanza non si osservano 
modificazioni nella plasticità dell’ippocampo, in quanto sia i livelli di BDNF e di proteina Arc, 
la densità delle spine dendritiche, la long term potentiation e la frequenza delle correnti 
postsinaptiche in miniatura glutamatergiche non subiscono variazioni significative rispetto al 
gruppo di controllo costituito dalle ratte in fase di estro. Al 21° giorno di gravidanza invece i 
livelli di espressione del fattore trofico BDNF aumentano notevolmente, e i valori si 
mantengono alti per tutta la durata dell’allattamento. Un andamento analogo si osserva anche 
per quanto riguarda l’espressione della proteina Arc. La stretta correlazione esistente tra BDNF 
e proteina Arc nella regolazione dell’architettura neuronale è stata confermata ulteriormente 
dall’aumento nella densità delle spine dendritiche osservato in prossimità del parto.  
 É importante sottolineare che gli aumenti nei livelli di BDNF e di proteina Arc non 
sembrano essere regolati dall’azione dell’estrogeno e dai metaboliti del progesterone, due tra i 
principali  ormoni della gravidanza. Infatti l’aumento dell’espressione delle proteine è stato 
osservato solo alla fine della gravidanza, quando i livelli dei 2 ormoni si riducono 
drasticamente. Inoltre il pretrattamento con finasteride e clomifene, rispettivamente un inibitore 
della 5α-reduttasi e un antagonista dei recettori per l’estrogeno, non antagonizzano l’aumento 
di BDNF e di proteina Arc.    
 Esiste una vasta letteratura che mette in stretta correlazione i livelli di BDNF con quelli 
di estrogeno e progesterone. Per esempio Begliuomini e i suoi collaboratori (2007) hanno 
mostrato che le variazioni nei livelli di BDNF variano durante il ciclo mestruale nel plasma 
delle donne in maniera strettamente correlata ai livelli di estrogeno. Nei primi giorni del ciclo i 
valori di entrambi sono molto bassi e aumentano al 14° giorno raggiungendo il picco massimo 
qualche ora prima della fase luteale. Al termine della fase di preovulazione poi il BDNF e 
l’estradiolo diminuiscono, raggiungendo il valore minimo al 16°-17° giorno del ciclo 
mestruale. Successivamente il progesterone incomincia ad aumentare a causa del rilascio 
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dell’ormone luteinizzante. Durante questi giorni si ha un nuovo incremento dell’ormone 
BDNF.  
 Altri lavori, eseguiti su animali ovariectomizzati, hanno mostrato chiaramente come i 
livelli di BDNF aumentano dopo trattamento di questi animali con estrogeno (Woolley e 
McEwen, 1992, 1993; Woolley et al., 1990a e b; Yankova et al., 2001).  
 Questi risultati nel loro insieme sembrano essere in disaccordo con i dati da me ottenuti. 
Nel ratto la gravidanza dura 21 giorni, e durante questo periodo i livelli di progesterone ed 
estrogeno aumentano gradualmente fino a raggiungere il picco massimo al 15°-19° giorno 
(Concas et al., 1998). Con l’avvicinarsi del parto i livelli di questi due ormoni diminuiscono 
bruscamente e contemporaneamente aumentano i livelli degli ormoni ossitocina e prolattina. 
Per cui, proprio quando si ha la caduta di progesterone ed estradiolo si ha l’aumento dei livelli 
di BDNF. Quindi l’aumento del BDNF osservato nei miei studi al termine della gravidanza non 
è correlato, ai livelli di estrogeno o progesterone.  
 É tuttavia importante sottolineare che i dati da me ottenuti sono stati condotti in un 
modello sperimentale differente, e cioè in una condizione naturale come la gravidanza e non in 
animali ovariectomizzati e trattati successivamente con progesterone ed estradiolo, cioè in una 
condizione che mima una falsa gravidanza (Woolley e Mc Ewen 1992; 1993; Woolley et al., 
1990; Yankova et al., 2001). E non bisogna nemmeno dimenticare che il modello della 
gravidanza è molto complesso ed è molto diverso dal ciclo mestruale; durante la gravidanza 
infatti non si hanno fluttuazioni improvvise di ormoni, e il cervello sembra adattarsi alle 
variazioni graduali dei livelli di estradiolo e progesterone. I lavori citati hanno comunque una 
grande importanza nel facilitare la comprensione di alcuni meccanismi fisologici indotti dal 
progesterone e dall’estradiolo, ma bisogna essere consapevoli che non prendono in 
considerazione la fluttuazione ormonale naturale ed endogena di questi ormoni ma un modello 
sperimentale di terapia ormonale, che in quanto tale non può essere paragonata ad una 
condizione naturale come quella considerata nel mio studio.  
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 Sia il BDNF che l’estrogeno rivestono ruoli molto importanti nel cervello: aumentano la 
densità delle spine dendritiche e il numero delle sinapsi (Mc Ewen et al., 2001; Segal e 
Murphy, 2001; Tyler et al., 2002), aumentano la trasmissione mediata dal glutammato 
(Woolley et al., 1998; Lu, 2003), modulano il recettore per l’NMDA (Adams et al., 2004), 
facilitano la memoria (Luine, 1997; Tyler et al., 2002). 
 Nei miei risultati ho mostrato che al termine della gravidanza e durante tutto il periodo 
dell’allattamento si ha un aumento di BDNF e proteina Arc e parallelamente un aumento della 
densità delle spine dendritiche nel giro dentato dell’ippocampo. Questi dati sono stati 
confermati a livello funzionale da un incremento delle correnti postsinaptiche glutamatergiche, 
la cui frequenza ha raggiunto il picco al 21° giorno di gravidanza, e dal potenziamento 
sinaptico a lungo termine osservato nel medesimo gruppo sperimentale.  
 Numerosi studi hanno dimostrato che che proprio in prossimità del parto e durante il 
periodo dell’allattamento si ha un aumento della plasticità cerebrale con un aumento del 
numero delle spine dendritiche, a cui è associato un miglioramento dell’apprendimento e della 
memoria, soprattutto della memoria spaziale (Kinsley et al., 1999; Lambert et al., 2005; 
Tomizawa et al., 2003; Wartella et al., 2003). Nonostante l’ippocampo non sia un’area 
direttamente implicata nei circuiti materni, sembrerebbe comunque che l’esperienza 
riproduttiva abbia un ruolo importante nella regolazione delle funzioni ippocampali correlate 
con l’apprendimento e la memoria (Kinsley et al., 1999; Pawluski e Galea, 2007; Pawluski et 
al., 2006). 
 Poichè gli ormoni della gravidanza sono in grado di alterare la struttura dei neuroni 
nell’adulto, di conseguenza l’esperienza stessa della gravidanza, con le fluttuazioni ormonali 
che la accompagnano, può esercitare notevoli effetti sulla struttura e la funzione neuronale in 
tutto il cervello, e non limitatamente a zone associate con il comportamento materno. Durante 
la gravidanza l’estrogeno e il progesterone preparano i vari organi come l’utero, le ghiandole 
mammarie ed il cervello ad accogliere e curare i piccoli (Numan e Insel, 2003). É ampiamente 
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dimostrato che nel profilo ormonale caratteristico della gravidanza, non solo l’estrogeno e il 
progesterone, ma anche la prolattina ha un ruolo significativo nell’indurre nelle femmine i 
comportamenti materni (Bridges et al., 1984, 1990). Questo è dovuto sia ad un’azione diretta 
degli ormoni sul cervello, sia ad un’alterazione dello stato umorale della madre che si prepara 
ad allevare la prole. L’aumento dei livelli di BDNF da me mostrato nell’ultimo periodo della 
gravidanza e durante il post partum e parallelamente l’aumento delle spine dendritiche sono in 
accordo con gli studi di Kinsley e coll. che hanno osservato un aumento del numero delle spine 
dendritiche nell’ippocampo solo negli ultimi giorni di gravidanza (Kinsley et al., 2008), e 
anche con Woolley e coll. che più volte hanno mostrato un aumento delle spine negli animali 
ovariectomizzati e trattati con estradiolo e progesterone (Woolley et al., 1998; Woolley et al., 
1990 a e b; Woolley e McEwen, 1992, 1993). Inoltre anche l’incremento della densità delle 
spine mostrato nel mio studio nel periodo post partum conferma i dati ottenuti da Kinsley e 
coll. nel 2006. Un altro studio (Rasia-Filho et al., 2004) mostra effetti simili a quelli da me 
descritti sulle spine dendritiche nel nucleo antero-mediale dorsale dell’amigdala. Quindi gli 
effetti dell’esperienza materna si estendono anche alla regione limbica, un’area del cervello in 
grado di regolare alcuni aspetti del comportamento materno come la riduzione delle risposte 
all’ansia e alla paura che rendono la madre capace di gestire meglio situazioni stressanti che si 
possono verificare al di fuori del nido (Wartella et al., 2003). 
 Ma estrogeno e progesterone non sono gli unici ormoni a svolgere un ruolo importante 
nella gravidanza e soprattutto nel periodo post partum: infatti contemporaneamente alla caduta 
improvvisa dei livelli di progesterone ed estradiolo al momento del parto i livelli di ossitocina e 
prolattina aumentano e si mantengono elevati per tutto il periodo dell’allattamento e delle cure 
materne.  
 Nei ratti le cure materne costituiscono un insieme di comportamenti nuovi (Gubernick, 
1981; Gubernick e Klopfer, 1981; Wiesner e Sheard, 1933); per esempio la madre deve saper 
costruire un nido accogliente, deve essere in grado di individuare i cuccioli e raggrupparli, li 
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deve leccare e pulire, li deve distinguere dai piccoli non suoi presenti nella stessa nidiata e deve 
saperli difendere da eventuali pericoli e predatori. Essa stessa poi deve mangiare, bere e 
dormire in modo differente, deve ricordarsi dove si trovano cibo, acqua e potenziali pericoli. In 
sintesi le cure materne comprendono, nel loro insieme, una serie di comportamenti necessari 
per le cure e la sopravvivenza della prole. 
 Alcuni aspetti del comportamento materno riflettono gli effetti dovuti all’aumento dei 
livelli di BDNF e del numero delle spine da me osservati. Il miglior apprendimento e una 
migliore memoria spaziale sono in accordo con un aumento della plasticità neuronale 
nell’ippocampo e nella corteccia prefrontale. 
 L’importanza delle variazioni endocrine che si osservano dopo il parto nello stimolare 
l’insorgenza delle cure materne e alterare quindi la plasticità di alcune zone cerebrali è stato 
oggetto di studio da parte di Bridges e coll. nel 1990: essi infatti hanno dimostrato che nei ratti 
ipofisiectomizzati, trattati inizialmente con progesterone ed estrogeno e successivamente con 
prolattina si ha l’insorgenza di comportamenti materni. Se i ratti ipofisiectomizzati vengono 
trattati solo con progesterone ed estrogeni non si ha l’insorgenza di comportamenti materni 
(Bridges et al., 1990), ma questi compaiono solo se gli stessi animali vengono poi trattati con 
prolattina o se gli viene fatto un impianto di ipofisi (che stimola la produzione di prolattina). 
Da questo studio è emerso anche che gli animali che hanno comportamenti materni più marcati 
sono anche quelli che hanno più alti livelli di prolattina. L’ormone prolattina inoltre è in grado 
di mediare la neurogenesi indotta dalla gravidanza nell’area sub-ventricolare del bulbo 
olfattivo (Shingo et al., 2003). 
 Altri ormoni possono avere un ruolo importante nel modulare il comportamento 
materno e la plasticità neuronale, come il lattogeno placentare e l’ossitocina (Bridges et al., 
1996; Numan e Insel, 2003; Tonkowicz e Voogt, 1983; Voogt et al., 1982). In particolare 
l’ossitocina costituisce un fattore importante per il miglioramento dell’apprendimento 
ippocampo-dipendente e per LTP durante la maternità (Tomizawa et al. 2003).  
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 Tutti questi studi nel loro insieme sembrano suggerire che durante l’allattamento si 
abbia una modulazione di diversi fattori trofici, la riorganizzazione delle interazioni tra le 
cellule, la formazione di nuove sinapsi e un migliore apprendimento (Kandel,1991; Kuno, 
1995; Levitan e Kaczmavek, 1991; Modney e Hatton, 1990).  
 Nella mia tesi inoltre ho esaminato la plasticità cellulare anche attraverso lo studio della 
proliferazione cellulare nella zona subgranulare del giro dentato dell’ippocampo; i risultati 
ottenuti hanno mostrato che al termine della gravidanza vi è un aumento della proliferazione 
cellulare, mentre nel periodo post partum la proliferazione appare diminuita. Questi risultati 
sono confermati da numerosi studi presenti in letteratura (Darnaudery et al., 2007; Leuner et 
al., 2007; Pawluski e Galea, 2007). Un altro gruppo di ricerca ha mostrato che le ratte durante 
la gravidanza hanno un diminuito volume ippocampale se paragonato alle ratte non gravide 
(Galea et al., 2000), e questi risultati confermano ulteriormente che la gravidanza costituisce 
un periodo in cui si osserva una aumentata neurogenesi.   
 Recenti ricerche hanno mostrato che i livelli di espressione della forma polisialilata 
della molecola di adesione delle cellule neuronali NCAM (PSA-NCAM), che ha un importante 
ruolo nella migrazione cellulare, è aumentata al 18° giorno di gravidanza (Banasr et al., 2001), 
e la proliferazione cellulare risulta essere aumentata al termine della gravidanza. Pawluski e 
Galea (2007) hanno mostrato delle differenze fra proliferazione cellulare e sopravvivenza 
cellulare durante la gravidanza e il periodo post partum. Anche loro hanno osservato 
un’aumentata proliferazione cellulare solo a 21 giorni di gravidanza. Al contrario, durante il 
periodo post partum è stato osservato, anche da altri autori, che vi è una ridotta proliferazione 
cellulare nella zona subgranulare dell’ippocampo (Darnaudery et al., 2007; Leuner et al., 
2007; Pawluski e Galea, 2007). Probabilmente la diminuita concentrazione dei livelli di 
corticosterone che normalmente si osserva durante il periodo post partum e la caduta dei livelli 
di estrogeno durante il parto potrebbero essere la causa della diminuzione della proliferazione 
cellulare nel giro dentato dell’ippocampo. Questi risultati suggeriscono che gli steroidi 
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provenienti dalle gonadi e quelli provenienti dal surrene hanno un ruolo importante nel 
controllo della proliferazione cellulare nel giro dentato dell’ippocampo (Pawluski e Galea, 
2007). Tuttavia se la proliferazione cellulare appare ridotta durante il periodo post partum, al 
contrario la sopravvivenza cellulare appare aumentata (Pawluski e Galea, 2007). 
  Un dato molto importante mostrato nel mio studio è che gli aumenti di BDNF, proteina 
Arc, la densità delle spine dendritiche, la LTP e la neurogenesi osservati durante il periodo post 
partum vengono revertiti quando all’animale viene sottratta la prole. Perciò si può ipotizzare 
che in una madre lo stress subito per la sottrazione dei cuccioli o la mancanza stessa degli 
stimoli provenienti dalla cucciolata stessa siano la causa principale della ridotta plasticità 
neuronale. I cuccioli infatti forniscono alla madre un’enorme quantità di input sensoriali, come 
per esempio stimolazioni olfattive, che possono essere avverse per una femmina vergine 
(Fleming e Luebke, 1981) mentre diventano attrattive per una ratta nel post partum (Kinsley e 
Bridges, 1990); stimoli uditivi nella forma di comunicazioni soniche e ultrasoniche (Turley e, 
Floody, 1981); inoltre stimolazioni gustative, visive e soprattutto tattili dovute al contatto fisico 
con i cuccioli sono necessarie per la regolazione del comportamento materno (Lonstein e Stern, 
1997a,b; Stern, 1997). Questi stimoli possono riorganizzare la corteccia somatosensoriale della 
madre durante l’allattamento (Xerri et al., 1994) suggerendo l’esistenza di una forma di 
plasticità indotta dalla riproduzione, che si potrebbe definire come ambiente socialmente 
arricchito dalla presenza dei cuccioli. I dati ottenuti dal mio studio infatti suggeriscono che la 
presenza dei cuccioli svolga un ruolo molto importante per le loro cure e la loro stessa 
sopravvivenza attraverso la traduzione delle stimolazioni sensoriali in alterazioni morfologiche 
e funzionali nel cevello materno, le quali ottimizzano l’efficienza, l’apprendimento, la memoria 
e altri benefici comportamentali nella madre (Gatewood et al., 2005; Kinsley et al., 1999; 
Lambert et al., 2005; Wartella et al., 2003). 
 Da tutto quanto descritto finora sembra che la plasticità neuronale osservata sia durante 
la gravidanza che dopo il parto venga indotta e modulata dalle interazioni funzionali di 
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numerosi ormoni, soprattutto estrogeno, progesterone, ossitocina e prolattina, i cui livelli 
variano notevolmente in quest’arco di tempo, ma anche dalla stimolazione ambientale indotta 
dalla presenza dei cuccioli, che costituiscono per la madre un fattore di importanza quasi vitale. 
 In conclusione, i dati del mio studio suggeriscono che sia gli ormoni della gravidanza e 
dell’allattamento, sia la stimolazione ambientale prodotta dalla presenza dei cuccioli, 
costituiscono due fattori in grado di indurre plasticità nell’ippocampo attraverso un aumento 
nell’espressione di fattori trofici che si traduce in un aumento della densità delle spine 
dendritiche, le quali a loro volta inducono un incremento delle correnti postsinaptiche 
glutamatergiche e un potenziamento delle sinapsi.  
 Il cervello materno è una struttura estremamente flessibile, e questa plasticità 
contribuisce a regolare tutta una serie di comportamenti volti ad assicurare la cura e la 
protezione dei cuccioli. Tutta questa grande attività neuronale ha quindi un unico grande scopo: 
garantire la più grande probabilità possibile di successo riproduttivo.   
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